Präadipozyten auf neuartigen Textilmatrizes by Meersch, Melanie
 
 
 
 
Präadipozyten auf neuartigen Textilmatrizes 
 
 
 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät  
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen  
zur Erlangung des akademischen Grades  
einer Doktorin der Medizin 
genehmigte Dissertation 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt von 
 
Melanie Meersch 
 
aus 
 
Grevenbroich 
 
 
 
 
 
 
Berichter:  Herr Universitätsprofessor  
Dr. med. Dr. univ. med. Prof. h. c. (RC) Norbert Pallua 
 
 
  Frau Professorin 
Dr. rer. nat. Doris Klee 
 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung : 23. September 2008 
 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten 
der Hochschulbibliothek online verfügbar.
INHALTSVERZEICHNIS 
 
ABKÜRZUNGEN ..................................................................................................... IV 
EINLEITUNG..............................................................................................................1 
Weichteilgewebe.....................................................................................................1 
Arten von Weichgewebsdefekten ........................................................................1 
Chirurgische Verfahren bei Weichgewebsdefekten.............................................2 
Fettgewebe .............................................................................................................3 
Aufbau und Funktionen des Fettgewebes ...........................................................3 
Präadipozyten - ideales Füllmaterial? .................................................................5 
Adipogenese .......................................................................................................6 
Faktoren der Adipozyten Differenzierung ............................................................6 
Molekulare Basis der Differenzierung..................................................................8 
Tissue engineering................................................................................................11 
Prinzipien der Gewebszüchtung........................................................................11 
Biomaterialien....................................................................................................13 
Biomaterialien aus biopolymeren Konstrukten ..................................................14 
Biogele als Biomaterialien .................................................................................19 
Fibronektin – die Lösung für eine optimierte Zellbesiedelung?..........................21 
Optimierung der in vivo Analytik durch Fluoreszenz-Tracking ..............................23 
Färbung der Präadipozyten ...............................................................................23 
PKH26...............................................................................................................23 
CM-DiI (Chloromethylbenzamido-DiI)................................................................24 
CFDA-SE (carboxy-fluorescein-diacetat-succinimidylester) ..............................24 
Stickstoffmonoxid und die Wirkung auf die Differenzierung von    Präadipozyten.26 
Fragestellung ........................................................................................................27 
MATERIALIEN .........................................................................................................28 
Technische Daten .................................................................................................28 
Enzyme, Substrate & Enzymlösungen..................................................................29 
Kulturmedien.........................................................................................................30 
METHODEN.............................................................................................................31 
Humane Präadipozyten – Zellisolation und Zellkultur ...........................................31 
 - I - 
Vliesherstellung und zelluläre Besiedelung...........................................................35 
Chemische Synthese des Polyesteramids Typ C durch ε-Caprolactam, 1,4-
butanediol und Fettsäuren und technische Produktion der Polyesteramid-
basierten Vliese.................................................................................................35 
Herstellung des Vliesgerüstes ...........................................................................35 
Reinigung und Sterilisation der Vliese...............................................................39 
Vliesvorbereitung für die Zellkultur ....................................................................40 
Fixierung und Aufarbeitung ...............................................................................40 
HE Färbung .......................................................................................................40 
DAPI Färbung (4´6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid) .............................41 
Präadipozytenmarkierung .....................................................................................41 
PKH-26..............................................................................................................41 
CM-DiI (= Chloromethylbenzamido-DiI).............................................................42 
CFDA-SE (carboxy-fluorescein-diacetat-succinimidylester) ..............................42 
Mikroskopische Auswertung..............................................................................42 
FACS-Analyse...................................................................................................43 
MTT / XTT - Test ...............................................................................................44 
Stickstoffmonoxid-substituierte Präadipozytenkultivierung....................................45 
Stickstoffmonoxid und DETA Zugabe................................................................45 
GPDH-Analyse ..................................................................................................46 
Red Oil O-Färbung ............................................................................................47 
Trypanblaufärbung ............................................................................................47 
Statistik .................................................................................................................47 
ERGEBNISSE ..........................................................................................................49 
Besiedelung von Polyesteramid-Vliesen mit Präadipozyten .................................49 
Dreidimensionale Struktur der Polyesteramid Typ C Vliese ..............................49 
Evaluierung unterschiedlicher Reinigungsmethoden.........................................49 
Extraktion und Sterilisation der kontaminierten Vliese.......................................50 
Determinierung des Präadipozytenwachstums auf Fibronektin-beschichteten 
Vliesen...............................................................................................................52 
Analyse der Proliferation und Differenzierung von Präadipozyten auf Vliesen ..53 
Färbung von Präadipozyten mit CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 ..........................55 
Determinierung der Vitalität nach Färbung mit CFDA-SE, CM-DiI und           
PKH-26..............................................................................................................55 
 - II -  
Einfluss der Färbungen auf die Proliferationsaktivität........................................57 
Evaluierung der Stabilität der Fluoreszenzmarker in Präadipozyten .................57 
Mikroskopische Analyse fluoreszenzgefärbter Präadipozyten...........................61 
Effekt von Stickstoffmonoxid auf die Präadipozytendifferenzierung......................62 
Mikroskopische Analyse des NO-Effektes zur Darstellung der 
Morphologieänderung........................................................................................62 
GPDH Analyse zur enzymatischen Darstellung des NO Effektes .....................63 
DISKUSSION ...........................................................................................................65 
Tissue engineering................................................................................................65 
Polyesteramid Typ C: ein geeignetes Biomaterial für das Tissue engineering mit 
Präadipozyten? .....................................................................................................66 
Färbung der Präadipozyten mit CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26...........................70 
Differenzierungsinduktion mit Stickstoffmonoxid...................................................73 
Zukunftsaspekte der Gewebszüchtung von Weichgewebe...................................74 
Fünf - Jahresansatz - Ausblick..............................................................................75 
ZUSAMMENFASSUNG ...........................................................................................77 
LITERATUR .............................................................................................................79 
PUBLIKATIONEN ....................................................................................................90 
DANKSAGUNG .......................................................................................................99 
ERKLÄRUNG ZUR DATENAUFBEWAHRUNG....................................................100 
CURRICULUM VITAE MELANIE MEERSCH........................................................101 
 
 
 
 
 
 - III -  
ABKÜRZUNGEN 
 
 
ADD1 adipocyte determination and differentiation factor1 IBMX Isobuthylmethylxanthin 
aP2 adipocyte specific fatty acid binding protein LPL Lipoproteinlipase 
bFGF basic fibroblast growth factor MTT Diphenyltetrazoliumbromid 
BAT brown adipose tissue NO Stickstoffmonoxid 
CFDA-
SE 
Carboxyfluoresceindiacetat-
succinimidyl ester nNOS neuronale NO-Synthase 
C/EBP CCAT enhancer binding protein PBS Phosphat buffered saline 
CM-DiI Cell TrackerTM CM-DiI PDGF platelet derived growth factor 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat PEA Polyesteramid 
cGMP zyklisches Gaunosinmonophosphat PGA Polyglykolsäure 
DAPI 4´6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid PKH26 
PKH26 RED Fluorescent Cell 
Linker 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium PLA Polylaktidsäure 
DNA Desoxyribonukleinsäure PPAR peroxisome proliferator-activated receptor 
EGF endothelium growth factor Pref-1 preadipocyte factor 1 
ELISA Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay RNA Ribonukleinsäure 
eNOS endotheliale NO-Synthase RXR Retinoid-X-Rezeptor 
FCS Fetal calf serum SREBP sterol regulatory element binding protein 
FACS Fluorescence activated cell sorting/ Durchflußzytometrie TBS Trispuffer 
GLUT-4 Glukose Transporter 4 TNFα Tumor Nekrose Faktor α 
GPDH Glycerolphosphat-Dehydrogenase WAT white adipose tissue 
HE Hämatoxylin Eosin XTT 
2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide 
iNOS induzierbare NO-Synthase XPS Radio-Photo-Elektronenmikroskop 
IGF Insulin-like growth factor   
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PRÄADIPOZYTEN AUF NEUARTIGEN TEXTILMATRIZES 
 
EINLEITUNG 
 
Weichteilgewebe 
Arten von Weichgewebsdefekten 
Ausgedehnte Weichteildefekte sind eine Herausforderung für die Plastische 
Chirurgie. Ursachen dafür können Operationen von Tumoren, großflächige Ver-
letzungen, Verbrennungen, angeborene Fehlbildungen wie das Poland-Syndrom 
(135) und erworbene idiopathische Defekte wie das Romberg Syndrom (75) sein.  
 
 
                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1 Poland-Syndrom (li. Bild). Bei dieser Krankheit handelt es sich um einen angeborenen 
Fehlbildungskomplex mit Hypo- bzw. Aplasie des M. pectoralis major, eventuell auch der Mamma 
oder der Mamille, wodurch die Konturen deutlich gestört sind. Verbrennung 3.Grades (re. Bild). 
Diese Verbrennung wird nach einigen Monaten zu Narben führen. Es wird zu Beschwerden 
hinsichtlich der Gelenkbewegung kommen, da bei diesen Defekten die Polster- und Verschiebe-
schicht, eine Eigenschaft des subkutanen Fettgewebes, fehlt. 
 
Großflächige traumatisch bedingte Weichgewebsverletzungen (z.B. Verbrennungen) 
zeichnen sich dadurch aus, dass die Wundränder nicht glatt begrenzt sind und somit 
keine primäre, sondern eine sekundäre Wundheilung stattfindet. Bei der sekundären 
Wundheilung werden die Defekte hauptsächlich durch Granulationsgewebe ver-
schlossen. Makroskopisch erscheint dieses Gewebe weich und rötlich; die 
Oberfläche ist granuliert. Mikroskopisch finden sich zu Beginn der Narbenbildung 
viele neu gebildete Kapillaren, wodurch die rötliche Verfärbung entsteht. Im weiteren 
Verlauf bilden sich die Gefäße zurück und es finden sich vermehrt Fibroblasten und 
kollagene Fasern. Die Narbe erscheint heller als das umliegende Gewebe, da keine 
Melanozyten enthalten sind. Nach mehreren Jahren passt sich das Narbengewebe 
an die Umgebungshaut an. Die Defekte des Weichgewebes (Muskel, Faszie, Fett-
gewebe) bleiben jedoch für immer bestehen.  
 - 1 - 
Idiopathische Defekte dagegen zeichnen sich durch Nichtausbildung und Nicht-
anlegung von Weichgewebe aus. Durch diese Defekte sind Funktion (z.B. durch 
Verlust der Verschiebeschicht) und Ästhetik (z.B. durch Nichtanlegung einer Brust 
beim Poland´s Syndrom) gestört. 
 
Chirurgische Verfahren bei Weichgewebsdefekten 
In der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie werden Weichgewebsdefekte, die 
mit einer Einschränkung der Funktion und Ästhetik einhergehen, durch unter-
schiedliche Verfahren wiederhergestellt. Autogenes Gewebe ist zur Behandlung 
dieser Defekte am besten geeignet, da der Ersatz dem fehlenden Gewebe in 
möglichst vielen Hinsichten ähneln sollte (92, 115). 
Größere Weichteildefekte werden mit Lappenplastiken gedeckt, eine Methode, bei 
der Gewebe von einer entbehrlichen Stelle des gleichen Individuums an eine neue 
gewünschte Stelle transplantiert wird. Diese Methode kann sowohl gestielt (mit den 
zugehörigen blutversorgenden Gefäßen und Nerven) als auch frei (mit Anschluss der 
Blutgefäße an die Blutversorgung der neuen Umgebung) durchgeführt werden. Ein 
wesentlicher Vorteil besteht in der Möglichkeit, größere Defekte zu bedecken. 
Weiterhin handelt es sich um autologes Material, wodurch immunologische Ab-
stoßungsreaktionen verhindert werden. Die Anzahl der verfügbaren Lappenplastiken 
ist jedoch begrenzt, die Operation beinhaltet ein hohes Risiko und es kommt immer 
zu Hebedefekten am Entnahmeort (10, 154) 
Ein weiteres Verfahren ist die freie Fettgewebstransplantation, die bei kleineren 
Defekten durchgeführt wird (12, 34, 160, 162). Bei dieser Methode werden reife 
Adipozyten nach Aspirationslipektomie in den jeweiligen Defekt eingespritzt (86). 
Fettgewebe ist in fast jedem menschlichen Organismus ausreichend vorhanden, 
somit stellt die Verfügbarkeit kein Problem dar. Durch die Verwendung von 
autologem Material entspricht das transplantierte Gewebe dem fehlenden Gewebe 
(92), (115). Ein Großteil der Fettzellen wird jedoch durch die Aspirationslipektomie 
zerrissen (158, 159) und es kommt nach der Transplantation durch Resorption zu 
einer Reduktion des Fettgewebevolumens (200), zur Ausbildung von Bindegewebe 
und Ölzysten (132, 145) und letztendlich zu einer Verformung des Transplantates 
(187). Weiterhin ist die Transplantation von freiem Fettgewebe durch die insuffiziente 
Neovaskularisation nur für kleine Defekte geeignet, da hierbei die Adipozyten 
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aufgrund der geringen Distanz durch Diffusion versorgt werden können.  Durch die 
Resorption des Fettgewebes mit darauf folgender Verformung sind weitere 
chirurgische Interventionen und Korrekturen notwendig. Dies erfordert einen 
erneuten Eingriff in das Narbengewebe und in die neu operierte Körperpartie. Neues 
Narbengewebe entsteht (92, 128, 129). Eine weitere Methode der pumpassoziierten 
Lipektomie scheint im Vergleich zur Aspirationslipektomie bessere aber nicht 
zufrieden stellendere Resultate zu zeigen (111). 
In der Literatur werden alternative Ansätze mit verschiedenen Implantaten aus 
allogenen Materialien wie Teflon, Silikon (109, 110), allogenem Kollagen (169), 
bovinem Kollagen (30) beschrieben. Eine etwas neuere Methode ist die Anwendung 
von autologem injektablem Kollagen (129). Auch diese Methoden sind nicht 
zufrieden stellend, da sie zu allergischen und immunologischen Reaktionen, 
Infektionen und zur Entstehung von Granulationsgewebe führen (92). 
 
Fettgewebe 
Aufbau und Funktionen des Fettgewebes 
Der Anteil des Fettgewebes am Körpergewicht liegt beim normalgewichtigen 
erwachsenen Mann bei ca. 10-20% bzw. bei 15-25% bei der erwachsenen Frau. 
Fettgewebe besteht aus Adipozyten (30-60%), Blutzellen, Endothelzellen, 
Fibroblasten, Perizyten und Präadipozyten (2). Man unterteilt braunes (BAT) und 
weißes (WAT) Fettgewebe.  
Das braune Fettgewebe unterscheidet sich morphologisch und funktionell von 
weißen Adipozyten. Braune Fettzellen (Durchmesser 30µm) sind primär dazu da, 
Energie in Hitze umzuwandeln und den Körper vor Fettleibigkeit zu schützen (114). 
Braune Fettzellen zeigen phänotypisch einen hohen Gehalt an Mitochondrien und sie 
akkumulieren die Lipide in Form von kleinen Tropfen (144). Dieses Fettgewebe ist 
vor allem bei Säuglingen und Säugetieren zu finden. Sein Vorkommen ist 
anatomisch auf den Raum zwischen den Schulterblättern, den Aortenbogen, die 
Schilddrüse sowie die Nierenlager begrenzt. Die braune Farbe beruht auf dem hohen 
Zytochromgehalt der Mitochondrien, die sich im Zytoplasma zwischen den  Fett-
tröpfchen befinden. 
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Abbildung 2  Links: Braunes, plurivakuoläres Fettgewebe (HE-Färbung). Der runde Zellkern liegt 
nahezu zentral in der Zelle und enthält diffus verteilt Heterochromatin und Kernkörperchen;  Rechts: 
Weißes, univakuoläres Fettgewebe. Im weißen Fettgewebe sieht man sehr deutlich die siegelring-
artige Struktur der Zellen mit einer großen Vakuole und einen an den Rand gedrängten Kern. 
 
Weißes Fettgewebe ist beim gesunden Erwachsenen im gesamten Körper reichlich 
vorhanden. Reife weiße Fettzellen haben einen Durchmesser von 120 µm, sie sind 
morphologisch rund mit einem randständigen Kern. Sie enthalten wenig Zytoplasma 
und zeigen eine einzige große Lipidvakuole (193). Dieses Fettgewebe ist 
metabolisch aktiv, sehr gut vaskularisiert und innerviert (28, 47). Jeder Adipozyt ist 
mit mindestens einer Kapillare verbunden (9). Adipozyten sind in ein Netzwerk von 
mesodermalem Stromagewebe eingebunden, welches aus Extrazellularmatrix, 
Gefäßen und Zellen (Fibroblasten, Mastzellen, Makrophagen und Präadipozyten) 
besteht. Fettgewebsproben der Subkutis zeigen um die einzelnen Zellen Basal-
membranbestandteile (wie z. B. Kollagen IV, Laminin und Heparansulfat) (134), die 
dem Fettgewebe mechanische Stabilität verleihen. Fettgewebe dient nicht nur der 
Speicherung von Energie und der Isolierung des Körpers, um diesen vor Wärme-
verlusten zu schützen, sondern es bietet auch mechanischen Schutz für die inneren 
Organe. Es ist ein Wasserspeicher, es nimmt Fettsäuren auf und speichert sie in 
Form von Triglyzeriden. Weiterhin ist es für die Produktion von Fettgewebs-
hormonen, antiinflammatorischen Zytokinen (wie Leptin, TNFα, etc.) und zahlreichen 
anderen Hormonen (Angiotensin II) zuständig.  
Fettzellen und Präadipozyten unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Funktion in 
unterschiedlichen Körperregionen als auch bezüglich der gleichen Körperregionen 
verschiedener Individuen (Alter und Geschlecht) (14-16, 44, 59, 65, 191). Humane 
Präadipozyten unterschiedlicher Körperregionen weichen auf molekularer Ebene 
voneinander ab: sie reagieren unterschiedlich auf spezifische Stimuli (1). Vorläufer-
zellen sind maßgeblich an der Produktion und Organisation der Extrazellularmatrix 
beteiligt (120). Die gebildete Extrazellularmatrix spielt eine sehr große Rolle beim 
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Erhalt der Morphologie, bei der Funktion und bei der Genregulation der Adipozyten 
(134). 
 
Präadipozyten - ideales Füllmaterial? 
Für eine optimale Korrektur von Weichgewebsdefekten müssen Voraussetzungen an 
das Transplantat gestellt werden: das ideale Füllmaterial sollte nicht-toxisch, nicht-
infektiös, nicht immunogen und einfach zu handhaben sein (102). Die Implantation 
von isolierten und kultivierten Präadipozyten bietet neue Perspektiven, da diese 
Zellen zur Transdifferenzierung fähig sind, d.h sie sind imstande, in unterschiedliche 
Zelltypen zu differenzieren. Dies schließt die Differenzierung zu Osteoblasten, 
Chondrozyten, Myoblasten, neuronenartigen Zellen und Adipozyten ein (50, 206, 
207). Fettvorläuferzellen zeigen nach Implantation ein hohes Maß an Proliferation 
und Differenzierung zu reifem Fettgewebe (13) (188, 189). Weiterhin überleben sie 
eine Transplantation besser als reife Adipozyten, da sie einen niedrigeren 
Sauerstoffverbrauch aufweisen (183) und somit toleranter sind gegenüber der 
Ischämiezeit nach Implantation. Sie zeigen eine gute Haftbarkeit an die neue 
Umgebung und eine gute Lipidakkumulation (12). Im Gegensatz zu Präadipozyten 
haben reife Adipozyten die Fähigkeit zur Zellteilung verloren und benötigen eine 
adäquate Ernährung sowie eine gute Sauerstoffversorgung (161, 187). 
Ein weiterer Vorteil von Fettgewebsvorläuferzellen ist die Quantität, in der sie im 
menschlichen Körper vorhanden sind und die einfache Gewinnung der Zellen. In der 
Plastischen Chirurgie werden hauptsächlich zwei Methoden angewandt zur 
Entfernung des Fettgewebes: Abdominoplastik und Liposuktion. Anhand dieser 
Methoden wird Fettgewebe gewonnen, aus dem in vitro Präadipozyten isoliert 
werden. Es gibt einige kontroverse Studien über die Präadipozytenausbeute nach 
Abdominoplastiken und nach Liposuktionen. Huss et al. (82) fanden heraus, dass die 
Anzahl der Präadipozyten aus Abdominoplastikmaterial signifikant höher war als aus 
Liposuktionsproben. Hemmrich et al. (71) dagegen wiesen eine höhere Ausbeute an 
Fettvorläuferzellen aus Liposuktionen nach. Diese diskrepanten Ergebnisse deuten 
auf einen nur geringen Unterschied in der Ausbeute der Präadipozyten hin. 
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Adipogenese 
Als Adipogenese wird die Entwicklung der mesenchymalen Stammzelle über die 
Fettgewebsvorläuferzelle zum reifen Adipozyten bezeichnet. Am Anfang der Ent-
wicklung steht die pluripotente Stammzelle, die sich zur mesenchymalen Stammzelle 
weiterentwickelt. Diese ist charakterisiert durch die Fähigkeit, sich in Osteoblasten, 
Chondroblasten, Myoblasten oder Adipoblasten differenzieren zu können. Der 
Adipoblast, der direkt aus der mesenchymalen Stammzelle stammt (26), ist die 
früheste unipotente Zelle in der Präadipozytenlinie. Aus dem Adipoblasten kann sich 
der Präadipozyt, die Fettgewebsvorläuferzelle, entwickeln. Wird der Präadipozyt 
bestimmten Faktoren ausgesetzt, kann dieser zu reifen, lipidhaltigen Fettzellen 
differenzieren. 
 
 
Abbildung 3 Schema der Adipogenese. Die pluripotente Stammzelle entwickelt sich über den 
Präadipozyten durch Differenzierung weiter bis zum reifen Adipozyten.  Der Verlauf von der 
Fettgewebsvorläuferzelle bis zum reifen Adipozyten ist gekennzeichnet durch die Einlagerung von 
multiplen Lipidtropfen, die letztendlich zu einem singulären Fetttropfen konfluieren.(122) 
 
 
Es finden sich im peripheren Fettgewebe Präadipozyten unterschiedlicher Stadien, 
jedoch ist ungeklärt, ob in diesem Fettgewebe nur Präadipozyten und reife Fettzellen 
vorhanden sind oder ob auch Adipoblasten enthalten sind (92). 
 
Faktoren der Adipozyten Differenzierung 
 Es gibt sowohl zelluläre als auch hormonelle Faktoren, die in Zusammenwirkung die 
Induktion der Adipogenese fördern. Für eine effiziente Differenzierung wird Insulin in 
pharmakologischen Dosen benötigt. Insulin hat seinen primären Angriffspunkt am 
Plasmalemm der Erfolgszellen (Skelettmuskelzellen, Fettzellen, Leberzellen), da sich 
dort die Insulinrezeptoren befinden. Insulinrezeptoren gehören zur Gruppe der 
Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren. Insulin aktiviert die Tyrosinkinase, wodurch 
letztendlich die Aufnahme von Glucose durch den GLUT4 Transporter in die Zelle 
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gefördert und die Permeabilität für Fettsäuren gesteigert wird. In Adipozyten wird 
neben der Glykogensynthese auch die Triglyzeridsynthese angeregt. Somit wird die 
Anzahl an differenzierten Zellen und der Lipidgehalt in jeder einzelnen Fettzelle 
erhöht (48). Weiterhin hat Insulin eine antiapoptotische Aktivität (95). Da die 
Präadipozyten nur wenige Insulin-Rezeptoren exprimieren (139), verwendet man in 
den Differenzierungsmedien Insulin in pharmakologischen Dosen, um eine gekreuzte 
Aktivierung durch IGF-1 Rezeptor zu gewährleisten (144). 
 
Tabelle 1   Faktoren der Zellkultur und ihre Wirkung auf die Differenzierung humaner  Präadipozyten 
 
Faktor Wirkung Quelle 
Insulin Induktion von 
C/EBP- β und –δ 
(38) 
Dexamethason Induktion von 
C/EBP- β und –δ 
(38) 
Trijodthyronin Wirkung über nukleäre Faktoren (144) 
IBMX Phosphodiesterase-Inhibitor → 
erhöhte Expression von C/EBPβ
(50) ad
ip
og
en
 
Pioglitazon Insulinsensitizer, Aktivierung von 
PPARγ 
(58) 
FCS Unklar, führt aber zu 
Reduzierung der adipogenen 
Konversion 
(60, 64) 
an
tia
di
po
ge
n 
bFGF hemmt  GPDH (63) 
 
Glukokortikoide, die meist als Dexamethason zur adipogenen Differenzierung 
appliziert werden, agieren durch Aktivierung der Glukokortikoid-Rezeptoren, welche 
zur Gruppe der nukleären Hormonrezeptoren der PPAR Familie gehören. Die 
Transkriptionskaskade bleibt weitgehend ungeklärt (144).  Es ist aber gesichert, dass 
Dexamethason die Induktion von C/EBPδ fördert (198) und die Expression von pref-1 
reduziert (163).  
Pioglitazon gehört in die Gruppe der Thiazolidindione. Es steigert die Insulin-
empfindlichkeit des Fettgewebes und der Skelettmuskulatur. Es wirkt am PPAR-γ 
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Rezeptor, der zusammen mit dem Retinoid-X-Rezeptor die Expression 
verschiedener Gene beeinflusst (Abb. 5). Dies führt zur Ausreifung von 
Präadipozyten zu reifen Adipozyten und zur vermehrten Expression des GLUT-4-
Transporters.  
Hoher intrazellulärer cAMP Gehalt, der durch die Zugabe von Isobuthylmethylxanthin 
(IBMX) verursacht wird, führt auch zu einer starken Erhöhung der Adipogenese. Es 
konnte nachgewiesen werden, dass IBMX die Expression von C/EBPβ erhöht (25) 
und somit zu einer reduzierten Suppression der C/EBPα Promotoren durch 
reduzierte Expression des Sp1 Transkriptionsfaktors führt (174).   
Trijodthyronin wirkt über nukleäre Faktoren. Es scheint einen Effekt auf die 
Adipogenese in vitro, aber nicht in vivo zu haben.  
Es gibt jedoch auch viele Faktoren, die die Induktion der Adipogenese inhibieren: 
wichtig hierbei sind vor allem Wachstumsfaktoren wie PDGF, FGF und EGF (63, 121, 
156), die in vitro zur Kultivierung von Präadipozyten verwendet werden. 
 
Molekulare Basis der Differenzierung 
Die Differenzierung der Fettvorläuferzellen wird durch extrazelluläre Signale 
angeregt, wodurch eine Adipozyten - spezifische Genexpression stattfindet. Die 
genauen Prozesse sind noch weitgehend ungeklärt. Man weiß aber, dass die PPAR 
und die C/EBP - Familie (Transkriptionsfaktoren) eine sehr wichtige Rolle bei der 
Induktion der Differenzierung spielen. 
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) gehören zu der Gruppe der Typ 
II nuklearen Hormonrezeptoren (89, 152). Es gibt drei Untergruppen der PPAR 
Familie: PPAR-α, PPAR-δ, PPAR-γ. PPAR-γ ist der spezifischste Faktor der PPAR 
Familie für Adipozyten. Es wird auch in der Leber und in hämatopoetischen Zellen 
exprimiert (32). PPAR-γ und der Retinoid-X-Rezeptor sind die Hauptregulatoren der 
Genexpression in der Lipidbiosynthese. Die ektopische Expression von PPAR-γ führt 
zu einer Proliferationshemmung der Präadipozyten. Dies ist wichtig für die 
Differenzierung und die Triggerung des kompletten Programms der Adipogenese, da 
die Proliferationshemmung Voraussetzung für die adipogene Konversion ist (50). 
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Tabelle 2 Darstellung der unterschiedlichen PPAR- Rezeptoren 
Subtyp α γ (PPAR γ1-3) δ 
Vorkommen Herz, Leber, Niere, 
Muskel, Arterien 
Fettgewebe, Muskel, 
Leber, Dickdarm 
ubiquitär 
Wirkungen Lipoproteinstoffwechsel, 
β-Oxidation, 
Entzündungsmediatoren
Glukosestoffwechsel, 
Lipoproteinstoffwechsel, 
Adipozytenreifung 
Lipoproteinstoff-
wechsel 
endogene 
Liganden 
Fettsäuren Fettsäuren, Prostanoide Fettsäuren 
Agonisten Fibrate Glitazone In Entwicklung 
 
CCAT/enhancer binding proteins (C/EBP) stammen aus der Gruppe der Leucin-
zipper Transkriptionsfaktoren, die die Fähigkeit zur Homo- und Heterodimerisierung 
haben. Es gibt drei für die Adipogenese wichtige Untergruppen: C/EBPα, C/EBPβ 
und C/EBPδ (106). Die jeweiligen Isoformen werden nicht nur im Fettgewebe 
exprimiert, sie spielen hier jedoch eine sehr wichtige Rolle. C/EBPα wird in der 
späten Differenzierungsphase exprimiert, wohingegen C/EBPβ und C/EBPδ in den 
Präadipozyten exprimiert werden. 
 
 
 
 
Abbildung 4  Wirkung von PPARγ. Es induziert die Präadipozytendifferenzierung und ist Vermittler 
der Adipozyten-Hypertrophie und der Insulin-Resistenz. Die Wirkung der Thiazolidindione (starke 
Liganden von PPAR-γ) führt zur Bildung zahlreicher Insulin-sensitiver Adipozyten, die somit die 
Differenzierung fördern (105). 
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Eine weitere Gruppe von Transkriptionsfaktoren sind die sterol regulatory element 
binding proteins (SREBPs), die die Gentranskription der Proteine in der Lipid-
synthese regulieren (20). Auch hier gibt es wiederum Untergruppen: SREBP-1a, 
SREBP-1c, SREBP-2. SREBP-1c/ADD1 (adipocyte determination and differentiation 
factor-1) wird hauptsächlich im Fettgewebe exprimiert und ist zusammen mit SREBP-
1a für die Fettsynthese verantwortlich. SREBP-2 ist wichtig für den Cholesterin-
stoffwechsel. SSREBP-1c/ADD1 spielt eine wichtige Rolle in der Adipozyten - 
Differenzierung, da ein gesteigerter Gehalt der mRNA des SREBP-1c/ADD1 
während der Differenzierung gefunden wurde (96). 
 
hormonelle 
Stimulation SREBP1/ADD1 
PPARγ RXRα 
 
 
Abbildung 5 Transkriptionsfaktoren der Adipogenese. Die Kontrolle der Adipogenese auf 
transkriptionaler Ebene beinhaltet die Aktivierung einiger Transkriptionsfaktoren. C/EBPβ und 
C/EBPδ, die beiden Transkriptionsfaktoren , die am Anfang der Kaskade stehen und durch hormonelle 
Faktoren exprimiert werden, induzieren die Expression von PPARγ, welches wiederum C/EBPα 
aktiviert. C/EBPα wiederum hat eine positive Rückkopplung zu PPARγ, was zu einer Aktivierung führt, 
so dass das Differenzierungsstadium beibehalten wird. SREBP 1c/ADD1 aktiviert PPARγ, indem es 
dessen Expression induziert und die Produktion von exogenem PPARγ fördert (144). 
 
Im Verlauf entstehen lineare und parallele Transkriptionskaskaden, die die 
Differenzierung der Präadipozyten vermitteln. Dabei wird die Genexpression 
verschiedener Mediatoren hoch- oder runterreguliert (21). Nachdem die 
Fettzell-spezifische Genexpression 
Differenzierung 
Insulinsensitivität 
C/EBPα 
C/EBPβ 
C/EBPδ 
 ? 
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Präadipozyten ihre Konfluenz erreicht haben und es zu einem Proliferationsstop 
kommt, wird die Lipoproteinlipase (LPL) exprimiert (Mechanismus unbekannt) (4). 
Weiterhin werden inhibitorische Proteine wie Pref-1 (preadipocyte factor 1), die von 
Präadipozyten gebildet werden, inaktiviert (164). Nachdem die Präadipozyten 
differenzierungsinduzierenden Faktoren ausgesetzt werden, werden C/EBP-β und 
C/EBP-δ aktiviert, durch die die Expression von C/EBP-α und PPAR-γ vermittelt wird 
(198); diese wiederum stimulieren sich gegenseitig. In diesem Stadium werden in 
den Zellen, die Lipide akkumulieren, multiple Gene exprimiert, die den adipogenen 
Phänotyp herausbilden und spezielle Stoffe produzieren (144):   Glycerolphosphat-
Dehydrogenase (GPDH), Glucose-Transporter 4 (GLUT4), Fettsäuresynthase, 
Adipozyten-spezifisches Fettsäure-bindendes Protein (aP2), Insulin-Rezeptoren.  
Gleichzeitig wird SREBP-1c/ADD1 hochreguliert, damit es die Genexpression von 
PPAR-γ (39) und die Produktion von endogenen PPAR-γ Liganden induziert.  
 
Tissue engineering 
„Tissue engineering ist ein interdisziplinäres Gebiet angewandter Wissenschaft, 
welches Techniken der Material- und Biowissenschaften mit der klinischen 
Forschung zur Entwicklung lebender Substitute  für Gewebe und Organe 
zusammenführt. Ziel ist die Schaffung unterschiedlichster, individuell applizierbarer 
Gewebesubstitute unter Berücksichtigung aller in diesem Prozess beteiligten 
Komponenten (Biomaterialien, Zellen, Zytokine, Gene, Empfängerorganismus) zur 
Wiederherstellung, Erhaltung und Verbesserung von Gewebefunktionen“ (170). 
Prinzipien der Gewebszüchtung 
Das Tissue engineering besteht aus vier Säulen: (a) die Verwendung von isolierten 
Zellen oder Gewebe, (b) ein strukturelles Gerüst, (c) die Implantation von mit Zellen 
versetzten Trägern in einen Organismus und (d) die Kontrolle der Signaltransduktion 
(51, 107, 108, 178). 
Tissue engineering mit Fettgewebe erlangt immer mehr Erfolge durch die 
Verwendung von Biomaterialgerüsten, auch scaffolds genannt, aus denen in vitro 
reifes Fettgewebe entsteht. Die meisten Versuche, die zu diesen Erfolgen führten, 
wurden nach demselben Konzept durchgeführt: Zellgewinnung aus frisch exzidiertem 
Gewebe, Zellkultur zur Proliferation bis zum Erreichen der Konfluenz, Besiedelung 
der Träger in vitro und in vivo Implantation.  
 - 11 -  
 Zellisolierung
Zellexpansion in vitro
Zellbesiedelung
Kultivierung in vitro
Implantation
Explantation und 
Analyse
TISSUE 
ENGINEERING
 
Abbildung 6   Schema des zellbasierten Tissue engineering von Fettgewebe.  Die Zellen werden 
aus dem Körper isoliert, in vitro bis zur gewünschten Zellzahl expandiert. Das Vlies wird mit den Zellen 
besiedelt und nach einer gewissen Kultivierungszeit in den Körper implantiert. Nach Explantation 
erfolgt die Analyse des Konstruktes. 
 
 
Für das Tissue engineering werden grundsätzlich autologe Zellen des Patienten, 
allogene Zellen eines anderen Patienten und xenogene Zellen einer anderen 
Spezies berücksichtigt (51). Allerdings zeigt die Implantation von autologem Fett-
gewebe weniger Immunreaktionen im Vergleich zur allogenen und xenogenen 
Transplantation. Weiterhin werden bei der Verwendung autologer Zellen die 
ethischen Aspekte im Gegensatz zur xenogenen Transplantation respektiert (29). 
Viele Studien zum Thema tissue engineering sind, wie in Tab. 3 dargestellt, mit 
Zellen unterschiedlicher Spezies aus verschiedenen Arealen oder mit Zelllinien 
durchgeführt worden.  Die gewonnenen Daten müssen differenziert gesehen werden, 
da Präadipozyten unterschiedlich reagieren: so differenzieren zum Beispiel 
Präadipozyten aus Ratten durch Zugabe von Insulin, Trijodthyronin und Transferrin, 
hingegen reagieren Präadipozyten aus Kaninchen durch Hinzugabe der genannten 
Induktoren nicht (141). Die Verwendung von Präadipozyten Zellinien zeigen 
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Nachteile: diese Zellen sind aneuploid und weisen somit eine geringere Adipogenese 
auf (144). Weiterhin haben Studien gezeigt, dass Präadipozyten aus 
unterschiedlichen Regionen des Körpers Unterschiede in Bezug auf die Zellzahl 
nach Entnahme des Gewebes, auf das Wachstum und auf die Differenzierung der 
Präadipozyten aufweisen (59, 65, 136). 
 
Tabelle 3   Zelltyp und Entnahmequelle von früheren Studien zur Darstellung der Tragweite des 
Fettgewebe Tissue engineering. Alle Zelltypen sind primäre Präadipozyten bis auf 3T3-L1, welches eine 
Präadipozyten Zelllinie ist.  
 
Zelltyp Gattung Entnahmeort Ref. 
PA 
PA 
PA 
PA 
3T3-L1 
Human 
Human 
Schaf 
Ratte 
Maus 
Subkutan 
Mamma 
Omentum 
Epididymal 
---- 
(184, 185, 190) 
(56, 83, 97, 101) 
(55) 
(127, 131, 192) 
(40, 41) 
 
 
Biomaterialien 
Biomaterialien sollen eine Vorlage für die aus dem Körper entnommenen und in der 
Zellkultur proliferierenden Zellen darstellen, um eine transiente Stabilität zu 
gewährleisten (17). Diese Konstrukte müssen verschiedene Vorraussetzungen er-
füllen: a) optimale dreidimensionale Architektur b) mechanische Stabilität c) 
adäquate chemische Zusammensetzung (84, 181) 
• das Biomaterial sollte dreidimensional sein und eine möglichst große innere 
Oberfläche haben, damit Möglichkeiten für Zellwachstum sowie Transport von 
Nährstoffen und metabolischen Abfallstoffen bestehen 
• es sollte biokompatibel und resorbierbar sein und einem kontrollierten 
Degradationsprozess mit definierter Resorptionsrate unterliegen, die einen 
ausreichenden Zeitraum für das Zell- und Gewebewachstum in vitro und in 
vivo bietet 
• die chemische Zusammensetzung sollte günstig sein, so dass Zelladhäsion, 
Proliferation und Differenzierung ungestört ablaufen können. Während des 
Degradationsprozesses dürfen keine toxischen Substanzen abgegeben 
werden 
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• die mechanischen Eigenschaften sollten aus funktionellen Gründen dem 
Umgebungsgewebe ähnlich sein und auch während der Degradationsphase 
stabil bleiben. 
 
Wie in Tab. 4 dargestellt, gibt es eine Fülle von Biomaterialien, die im Bereich des 
Tissue engineering von Fettgewebe analysiert wurden. Darunter gibt es natürliche 
(Kollagen, Matrigel, Alginat, Fibrin), halb synthetische (HYAFF®11) und komplett 
synthetische Materialien (PGA, PLGA, PEA). Diese Materialien wurden zu 
Schwämmen, Fasernetzen und Hydrogelen entwickelt.  
 
Tabelle 4  Übersicht über die verwendeten Biomaterialien im Bereich des Tissue engineering mit Fett-
gewebe (Angabe der Porengrößen und Literaturverweise) 
 
 
Biomaterial Herstellung Porengröße Referenz 
Kollagen Schwamm 40 (184) 
 Schwamm 50 (184) 
 Hydrogel (Gemisch aus Zellen und 
Hydrogel) 
----- (83) 
 Hydrogel (Gemisch aus Zellen und 
Hydrogel) 
----- (172) 
Hyaluronsäure HYAFF®11 Schwamm 50-340 (190) 
 HYAFF®11 Vlies 100-300 (190) 
 HYAFF®11 Schwamm (unter-
schiedliche Veresterungsgrade) 
200, 400 (56) 
PLGA Schwamm 135-633 
100-300 
(123, 127, 
131) 
PEA Vliese ---- (73) 
 
Biomaterialien aus biopolymeren Konstrukten 
A1.  Kollagenschwämme oder -netze 
Die ersten erfolgreichen Ergebnisse wurden mit bovinen Kollagenschwämmen erzielt 
(189, 190). Die Kollagenschwämme wurden mit humanen Präadipozyten besiedelt 
und nachfolgend in die Subkutis von Mäusen implantiert. Kollagen ist ein oft ver-
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wendetes Material bei der Gewebeherstellung (113, 157). Das Problem bei der 
Herstellung von Biomaterialien mit bovinem Kollagen besteht in der irregulären 
Porenstruktur.Es werden viele Poren verschlossen und somit ist ein Wachstum der 
Zellen nicht möglich (42). Durch einen modifizierten Herstellungsprozess konnte eine 
reguläre Architektur der Poren entwickelt werden (76, 104). Versuche mit  
modifizierten Kollagenschwämmen zeigten bei einem Porendurchmesser von 100 
µm eine adäquate Füllung des Konstruktes mit Präadipozyten. Zum Zeitpunkt der 
Implantation in die Mäuse waren die Präadipozyten rund geformt, zeigten 
morphologisch jedoch keine Differenzierung zu reifen Adipozyten. Nach Implantation 
zeigten die Zellen in vivo eine adipogene Konversion (184). Das Hauptproblem 
bestand darin, dass die reifen Adipozyten nur bis zu einer Tiefe von 350 µm zu 
finden waren (Präadipozyten hingegen bis 1400 µm). Die Fettzellen erreichten einen 
Zelldurchmesser von 100 µm, eine weitere Größenzunahme schien durch die Poren-
größe gehemmt zu werden. 
 
  
A
e
e
P
 
 
 
 
 
 
A2. Hyaluronsäure-basierte Biomaterialien
Hyaluronsäure, ein Mukopolysaccharid der 
Substanz im Bereich des Tissue engineering. D
viskoelastischen und stark hygroskopischen 
Stabilisierung der intrazellulären Matrix (8), in
Fasern eingebettet sind. Es fördert die Entwic
und verbessert die Gewebereparation (166).  
Das Konzept, Hyaluronsäure zur Weichgeweb
von Balazs et al. entwickelt (8). Quervernetzte 
 - 15 - bbildung 7 Elektronenmikroskopisches Bild 
ines Kollagenschwammes; Kollagenkonstrukt mit 
iner homogenen Porenstruktur und einer 
orengröße von ca. 100 µm (185)  
Extrazellularmatrix, ist eine weitere 
ie wichtigste biologische Wirkung der 
Hyaluronsäure (27), besteht in der 
 der die Kollagen- und elastischen 
klung der Fettgewebsvorläuferzellen 
saugmentation zu verwenden, wurde 
Hyaluronsäure ist jedoch nur gelartig 
 
und nicht fest strukturiert. Erst die Esterifikation der Hyaluronsäure (138) ermöglichte 
die Fertigung dreidimensionaler Träger (24, 166). Von Heimburg et al. entwickelten 
Hyaluronsäure-basierte Schwämme und Vliese mit unterschiedlicher Porengröße, 
besiedelten diese mit humanen Präadipozyten und implantierten sie in Mäuse. Die 
Porengröße variierte zwischen 50 und 340 µm. Die Versuche zeigten in Bezug auf 
homogene Verteilung der Präadipozyten im Konstrukt und adipogene Konversion 
bessere Ergebnisse bei den schwammartigen als bei den vliesartigen Hyaluron-
säure-basierten  (190) und den Kollagen-basierten Biomaterialien. In weiteren Ver-
suchen wurden HA Schwämme mit einer Porengröße von 400 µm verwendet. Die 
Analyse stellte eine bessere Penetration der Fettgewebsvorläuferzellen in das 
Konstrukt, jedoch eine schlechtere adipogene Konversion dar (72). Mögliche 
Ursache ist ein fehlender Stimulus der Präadipozyten, da  zur adipogenen Kon-
version der Kontakt zu Nachbarzellen von primärer Bedeutung ist (49, 165). 
         
Abbildung 8 Elektronenmikroskopisches Bild eines Hyaluronsäure-basierten Schwammes. 
Oberfläche und Querschnitt eines Hyaluronsäurekonstruktes mit einer Porengröße von 400 µm (68). 
 
A3. PLGA und PGA basierte Biomaterialien 
Polyglykolsäuren (PGA), Polylaktidsäuren (PLA) und eine Mischung aus beiden 
Substanzen (PLGA) sind heute die gebräuchlichsten synthetischen Biomaterialien im 
Bereich des Tissue engineering. Diese Polymere werden auch für andere 
biomedizinische Applikationen wie z.B. der gezielten Pharmakotherapie verwendet. 
Sie sind seit langer Zeit in Gebrauch: in den 70er Jahren wurden sie für die 
Entwicklung von Nahtmaterialien verwendet (80). Allerdings ist der Gebrauch durch 
die niedrigen thermischen und mechanischen Aufbereitungsmöglichkeiten ein-
geschränkt (98). Ein weiterer Nachteil von PLA und PGA für die Applikation im 
Bereich des Tissue engineering besteht in der Abgabe von sauren Degradations-
produkten durch massive Degradationsmechanismen und einen nachfolgenden Ver-
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lust der mechanischen Eigenschaften schon zu Beginn der in vivo Degradation (53). 
Diese sauren Degradationsmetabolite können zu ungewollten pH Verschiebungen in 
vivo führen und somit die zelluläre Umwelt stören, was einen Verlust der organo-
typischen Langzeitkulturen bringt (137, 175).  
Patrick et al. besiedelten PLGA Matrizes mit primären Präadipozyten aus Lewis 
Ratten (127). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten reife Präadipozyten und Neo-
vaskularisation innerhalb des Konstruktes. Innerhalb kurzer Zeit (zwei und fünf 
Wochen) konnte eine Fettgewebsneubildung gefunden werden. Nach zwei Monaten, 
ab dem Beginn der Degradation des Konstruktes, stellte man jedoch eine Abnahme 
des Fettgewebes fest. 5-12 Wochen nach Implantation war sowohl das Konstrukt als 
auch das Fettgewebe vollständig resorbiert (128, 130, 131).  
Im Gegensatz zu PLGA zeigten Versuche mit Präadipozyten auf PGA Konstrukten  
keine spontane Differenzierung. Fischbach et al. kultivierten 3T3-L1 Zellen auf drei-
dimensionalen PGA Matrizes und induzierten 35 Tage vor in vivo Implantation die 
Differenzierung. Die Versuche ergaben eine bessere Ausbreitung der Zellen im 
Konstrukt je länger diese in vitro kultiviert wurden. 3 Wochen nach in vivo 
Implantation wurden die Matrizes explantiert und analysiert. Die Konstrukte mit  prä-
differenzierten Präadipozyten bestanden nur noch aus reifem Fettgewebe, die im 
Querschnitt im gesamten Konstrukt zu finden waren. Zwischen dem reifen Fett-
gewebe stellten sich kleine Blutgefäße dar. Im Gegensatz dazu zeigten die mit un-
differenzierten Präadipozyten besiedelten PGA Matrizes keine Fettgewebsbildung 
(41). 
 
A4. Protein-beschichtetes Polytetrafluoroethylen 
Die Struktur des Biomaterials soll den Zellen in vivo dazu verhelfen, Halt und Form 
beizubehalten und somit eine Fettgewebsneubildung zu erleichtern. Wie bereits bei 
Versuchen mit Kollagen und PLGA gesehen, ist die Degradation dieser Strukturen 
ein limitierender Faktor, da es durch die pH Verschiebung zum Verlust der Zellen und 
somit zu einer Schrumpfung des Gewebes kommt (131, 184). Nicht-degradierbare 
Matrizes, wie zum Beispiel Protein beschichtetes Polytetrafluoroethylen (101), 
könnten somit einen Kollaps der Strukturen verhindern, jedoch würde es lebenslang 
als Fremdkörper in vivo bestehen bleiben. Kral et al. verwendeten Konstrukte aus 
Polytetrafluoroethylen, beschichteten diese mit Albumin, Fibronektin oder Kollagen 
und besiedelten sie mit Präadipozyten. Bei den unbeschichteten 
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Polytetrafluoroethylen Matrizes wurden keine Präadipozyten gefunden. Fibronektin 
beschichtete Konstrukte zeigten nicht nur die höchste Besiedelungsrate, sondern 
auch eine komplette Differenzierung zu reifen Adipozyten (101). Bestehen bleibt 
jedoch die Sorge um die immunologische und zelluläre Antwort des menschlichen 
Körpers auf die Implantation von Biopolymeren. 
 
A5. Vliese aus Polyesteramid 
Diese Studie evaluiert ein neues Material mit einer innovativen Architektur, ein Vlies 
aus einem bioresorbierbaren Co-Poly(esteramid), welches aus ε-Caprolactam, Fett-
säure und 1,4-butanediol besteht. Polymere sind, aufgrund ihrer chemischen 
Charakteristika und ihrer Flexibilität für die Materialentwicklung und Modifikation, 
bewährte Biomaterialien mit vielen klinischen Anwendungen (31, 196). Weiterhin ist 
die Klassifikation in Homo- oder Copolymere, synthetische oder natürliche Polymere 
und die Aufteilung in resorbierbare und nicht-resorbierbare Polymere essentiell. Die 
Option, ein bioresorbierbares Material für das Tissue engineering zu verwenden, 
eröffnet neue Möglichkeiten, da diese Träger nur eine gewisse Zeit im biologischen 
System verweilen (108). Bioresorbierbare Copolymere brauchen chemische 
Bindungen, die durch hydrolytische oder enzymatische Mechanismen gespalten 
werden können. Das Problem dieser Polymere ist dennoch die Freisetzung von 
sauren Abbauprodukten während der Resorption, die zu lokalen pH Verschiebungen 
und zu Entzündungsreaktionen in vivo führen können (137). Im Gegensatz zu 
anderen Biomaterialien zeigen Polyesteramide weniger markante pH 
Verschiebungen während des Abbaus des Materials und sind somit als resorbierbare 
Biomaterialien sehr hochwertig (148). Weiterhin erlaubt die Addition von 
Aminosäuren als monomere Komponenten die Einführung von funktionellen Gruppen 
in das Polymer, wodurch spezifische Oberflächenmodifikationen gewährleistet 
werden.  
Diese Studie analysiert das Polyesteramid PEA Typ C. Die Struktur der Vliese wurde 
mittels einer Textilmanufaktur entwickelt, die eine aerodynamische Netzformung und 
eine Vernadelungstechnik beinhaltet. Weiterhin werden sie mittels einer Soxhlet Ex-
traktion gereinigt, die Hexan/Propan-2-ol verwendet und als Reinigungsmethode 
entwickelt wurde. Durch dieses Protokoll sollen Verunreinigungen und Partikel, die 
durch den Manufakturprozess entstanden sind, entfernt werden.  
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Untersuchungen an Polyesteramiden (PEA) wurden mit dem Ziel durchgeführt, 
Amidbindungen in die Struktur der hydrolytisch labilen Polyester einzubauen. Der 
Amidrest ermöglicht eine Austauschbindung via Hydrogenbindung zur Produktion 
von Filamenten mit verbesserter Fadenstärke und Haltbarkeit. PEAs sind noch nicht 
als Biomaterialien verfügbar, aber sie sind durch die laufende Entwicklung 
interessant, da sie verheißungsvolle Ergebnisse gezeigt haben (52, 112, 182). 
 
Biogele als Biomaterialien 
B1. Fibrinkleber 
Biologische Hydrogel Matrizes wie zum Beispiel Fibrin zeigen eine minimale 
strukturelle Rigidität und eine leichte Deformierung, haben jedoch bei der 
Verwendung als Biomaterialien für die Besiedelung von Präadipozyten zu guten 
Ergebnissen geführt.  
Fibrinkleber alleine, ohne Verwendung einer weiteren Trägersubstanz, führte zu 
einer Verbesserung der Präadipozyten-Anhaftung und somit zu einer Volumen-
vergrößerung. Schoeller und Wechselberger et al. entwickelten das Modell einer 
intramuskulären Kapsel, indem sie ein Silikon Röhrchen in eine Ratte implantierten 
(192). Nachdem sich eine Kapsel gebildet hatte, wurde das Silikon Röhrchen entfernt 
und in den entstandenen Hohlraum autologe Präadipozyten mit Fibrinkleber injiziert. 
Nach vier Wochen zeigte sich eine Fettgewebsneubildung, die im folgenden Jahr das 
Volumen und die Struktur beibehielt. Es ist unklar, auf welchen Prozess diese 
Ergebnisse zurückzuführen sind: auf die nutritive Unterstützung des Fibrins, auf die 
Hohlraumbildung oder auf die gute Vaskularisation des Muskelgewebes (151). 
Die Verwendung von Fibrinkleber ist von großem Vorteil, da es von Patienten-
eigenem Blut hergestellt wird und somit immunologische Reaktionen verhindert 
werden können.(204) 
 
B2. Matrigel 
Matrigel ist ein Hydrogel aus Extrazellularmatrix, das Membranproteine wie Laminin, 
Kollagen IV, Heparansulfat-proteoglykane ebenso wie einige Wachstumsfaktoren 
(bFGF, TGF-β, IGF-1, PDGF, NGF und EGF) enthält (37). Es ist ein effektives 
Substrat für die Angiogenese und für die Proliferation und Differenzierung der 
Präadipozyten in vitro und in vivo (66, 93, 173, 176). Matrigel, verfeinert mit 
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Wachstumsfaktoren (FGF-2, bFGF), zeigte in vivo eine Induktion der Neo-
vaskularisation und eine Rekrutierung endogener Präadipozyten, die in die Matrix 
wandern und differenzieren (93). Kawaguchi et al. injizierten Matrigel, ergänzt mit 1 
ng/ml FGF-2, in das subkutane Gewebe einer 6 Wochen alten Maus. Nach einer 
Woche wurde die Neovaskularisation induziert gefolgt von einer Migration endogener 
Vorläuferzellen. Es bildete sich ein sichtbarer Fettblock. 1ng/ml FGF-2 war 
ausreichend, um eine Neovaskularisation hervorzurufen.  
Die Verwendung von Matrigel ist jedoch begrenzt für experimentelle Zwecke, da es 
aus Sarkomen von Mäusen gewonnen wird, obwohl es eine effektive Matrix für das 
Tissue engineering mit Fettgewebe darstellt. Somit müssen alternative Matrizes, die 
die günstigen Effekte des Matrigels enthalten, entwickelt werden.  
 
B3. Alginat 
Halberstadt et al. implantierten Alginat-RGD Fragmente, die mit Präadipozyten be-
siedelt wurden, in Schafe (55). In dieser Studie wurde unmodifiziertes Alginat und 
modifiziertes Alginat gekoppelt an RGD (ein Zelladhäsionspeptid des Fibronektins) 
verwendet. Die Substanzen wurden in das subkutane Fettgewebe des Schafes im-
plantiert und nach 1 und 3 Monaten miteinander verglichen. Halberstedt et al. fanden 
heraus, dass beide Implantate ein Wachstum der Zellen zeigten. Es wurde zu jedem 
Zeitpunkt eine minimale Entzündungsreaktion gefunden. Weiterhin bildete sich eine 
Kapsel um die Implantate. Die Größe der Materialien wurde während der Drei-
Monats-Periode beibehalten. Das an RGD gekoppelte Alginat zeigte, im Gegensatz 
zum ungekoppelten, eine Förderung der Adhäsion und Proliferation der Schafs-
Präadipozyten und eine Fettgewebsneubildung (55). 
 
B4.  Hyaluronsäure-basierte Hydrogele 
Hyaluronsäure und dessen Derivate sind aktiv angiogen (118). Das Problem ist, dass 
es sich bei Hyaluronsäure um eine visköse Flüssigkeit mit einer geringen Retention 
handelt. Vor kurzem testeten von Heimburg et al. zwei spezielle Hyaluronsäure 
Formen in einem Schweine-Modell. Präadipozyten wurden aus intraabdominellem 
Fettgewebe isoliert, in der Zellkultur expandiert und mit modifizierten Hyaluronsäure 
Gelen gemischt. Diese Gele wurden in das subkutane Fettgewebe der Ohren von 
Schweinen injiziert. Nach 6 Wochen wurden histologische Analysen angefertigt.  
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Beide Hyaluronsäure Formen zeigten einen geringen Volumeneffekt mit limitierter 
Stabilität. In den histologischen Präparaten konnten Haufen von reifen Fettgewebs-
zellen und Blutgefäßen, die von Gel umgeben waren, dargestellt werden. Diese noch 
nicht publizierten Daten zeigen hoffnungsvolle Effekte von Hyaluronsäure Gelen. 
Weitere Untersuchungen sind notwendig. 
 
A B
C D
E F
 
Abbildung 9   Übersicht über die Strukturen der verschiedenen Biomaterialien. (A) Calcium 
Alginat Hydrogel (Maßstab: 100 µm), (B)  HYAFF Schwamm (Maßstab: 500 µm) (186), (C) Fiber 
mesh aus PGA (Maßstab: 200 µm) (40), (D) PLGA Schaumstoff (Maßstab: 100 µm), (E) Schwamm 
aus Kollagen (Maßstab: 0,1 mm) (184), (F) Vlies aus Polyesteramid mit Fibroblasten (Maßstab:        
20 µm). 
 
Fibronektin – die Lösung für eine optimierte Zellbesiedelung? 
Fibronektin ist ein Glykoprotein, das in der Leber synthetisiert wird und sowohl im 
Plasma in löslicher Form als auch in der Extrazellularmatrix in unlöslicher Form zu 
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finden ist. Beide Fibronektinarten (die lösliche und die unlösliche Form) sind 
identisch; sie bestehen aus derselben Aminosäuresequenz und sind immunologisch 
nicht unterscheidbar. Der Unterschied besteht in einer zusätzlichen Carboanhydrat-
gruppe des extrazellulären Fibronektins (57).  
 
 
Abbildung 10  Darstellung der Extrazellularmatrix. 
 
Fibronektin stellt, neben Kollagen, Laminin und Proteoglykanen, einen wichtigen Teil 
der Basalmembran dar. Es wird von speziellen Rezeptoren der Zellmembran, den 
Integrinen, gebunden und fördert so die Verankerung ortsständiger Zellen in der 
umgebenden extrazellulären Matrix. Daher bezeichnete McDonogh (57) Fibronektin 
als Molekülkleber. 
In verschiedenen Studien (11, 202) wurde Fibronektin erfolgreich für die Besiedelung 
neuer Biomaterialien verwendet. Die glatten Oberflächenstrukturen der neueren 
Biomaterialien erschweren die Anhaftung der Zellen an die Fasern. Es zeigte sich 
eine höhere Zellausbeute in Anwesenheit von Fibronektin nach der Isolierung der 
Präadipozyten (70, 87, 100, 199) und eine bessere Zellanheftung (203). Weiterhin 
wird in der Literatur kontrovers über eine Induktion der Zelldifferenzierung durch 
Fibronektin diskutiert. Einige Studien (64, 70) demonstrieren einen adipogenen Effekt 
des Fibronektins auf die Präadipozyten, andere Studien zeigen, dass Fibronektin 
keinen Einfluss auf die adipogene Konversion hat, wenn dies dem Kulturmedium 
hinzugefügt wird (180), oder dass es die Differenzierung hemmt (155, 168).  
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Optimierung der in vivo Analytik durch Fluoreszenz-Tracking 
Färbung der Präadipozyten 
Die Implantation der mit Präadipozyten besiedelten Polyesteramidvliese benötigt 
weitere Untersuchungen, um das Verhalten der Zellen in vivo evaluieren zu können. 
Nach Explantation des Konstruktes muss zwischen den Zellen des Transplantates 
und denen des Empfängers differenziert werden können. Dazu ist eine adäquate 
Färbung der Präadipozyten notwendig, die während der Kultivierungszeit 
durchgeführt wird und solange haltbar sein sollte, bis das Konstrukt wieder 
explantiert wird. Die Fähigkeit, Fettvorläuferzellen in den Implantaten zu färben, wäre 
ein Fortschritt für das Tissue engineering, da die Zellmigration in den Implantaten 
und die Fettgewebsneubildung in vivo erörtert werden kann. 
Immunhistochemische Färbungen, die die Zellstruktur mittels Antigen-Antikörper 
Reaktionen darstellen, erlauben eine gute Differenzierung zwischen den 
unterschiedlichen Zellarten, jedoch sind sie zur Evaluierung der Transplantate in 
autologen Systemen nicht anwendbar. Weiterhin ist die Immunhistochemie sehr zeit-
aufwendig und teuer, da es viele Arbeitsschritte benötigt, um zwischen trans-
plantierten und nicht transplantierten Zellen zu unterscheiden. Bisher gibt es noch 
keine Methode, um Präadipozyten für das Tissue engineering von Fettgewebe zu 
färben. Aus diesem Grunde haben wir drei gebräuchliche cell tracker miteinander 
verglichen: das lipophile PKH26 RED Fluorescent Cell Linker (PKH26), Cell 
TrackerTM CM-DiI und Vybrant® CFSE Cell Tracer Kit (CFSE) zur 
Präadipozyten/Adipozyten Färbung. 
 
PKH26 
Bei PKH-26 handelt es sich um einen roten Fluoreszenzfarbstoff, der aus langen 
alliphatischen Ringen besteht und sich in die Lipidregionen der Zellmembran durch 
selektive Partitionierung integriert (79). Das Färbungsvehikel (Diluent C) ist eine 
isoosmotische, wässrige Lösung, die keine physiologischen Salze oder Puffer, keine 
Detergentien oder organische Lösungen enthält. Es wird verwendet, um die Vitalität 
der Zellen zu gewährleisten während die Durchdringung und Verweildauer des Farb-
stoffes maximiert wird. Das Färbungsmuster ist abhängig vom verwendeten Zelltyp 
und den Charakteristika der Zellmembran (78). Studien zeigten, dass PKH26 sowohl 
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für in vitro als auch für in vivo Färbungen verwendet werden kann (81, 116, 149). Es 
wird bevorzugt durch die lange Haltbarkeit in in vivo Studien verwendet.  
 
CM-DiI (Chloromethylbenzamido-DiI) 
Bei diesem Farbstoff handelt sich um einen lipophilen Carbocyaninmarker. CM-DiI 
inkorporiert eine thiol-reakive Chloromethylgruppe, die zu einer Aldehydfixierung via 
Konjugation mit thiolhaltigen Peptiden und Proteinen führt.  
 
 
Abbildung 11   Strukturformel von CM-DiI 
 
Laut Hersteller ist CM-DiI vor allem anwendbar für Versuche, die eine Kombination 
aus Membranfärbung und anschließender immunhistochemischer bzw. elektronen-
mikroskopischer Analyse erfordern. Dieser Farbstoff wird besonders in Zellen 
gespeichert, die in Formalin fixiert und paraffiniert wurden (6, 19). 
 
CFDA-SE (carboxy-fluorescein-diacetat-succinimidylester) 
Dieser Farbstoff diffundiert passiv in die Zelle. Er ist farblos und nicht-fluoreszent bis 
die Acetatgruppen durch intrazelluläre Esterasen gespalten werden, um das hoch 
fluoreszierende, aminreaktive Carboxyfluoreszein succinimidylester zu ergeben. Die 
Succinimidylestergruppe reagiert mit intrazellulären Aminen, so dass Fluoreszenz-
konjugate entstehen. Überschüssiges, unkonjugiertes Reagenz und Nebenprodukte 
diffundieren passiv in das Extrazellularmedium (sichtbar als Farbveränderung des 
Mediums) und können somit weggewaschen werden. Es wurde gezeigt, dass der 
Färbekomplex und die intrazellulären Proteine während des Wachstums, der Zell-
teilung und während der in vivo Färbungsmethoden gespeichert werden ohne den 
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Farbstoff auf die benachbarten Zellen zu übertragen (77, 125). CFDA-SE gefärbte 
Lymphozyten konnten in einer Lymphozyten Migrationsstudie  acht Wochen nach 
Injektion in die Maus nachgewiesen werden (194). 
 
 
 
Abbildung 12   Schematische Repräsentation der Fluoreszenzfärbung mit CFDA-SE. Zunächst 
diffundiert CFDA-SE passiv in die Zelle. Intrazelluläre Esterasen können zwei Azetatgruppen von 
CFDA-SE entfernen, um fluoreszierendes CFSE hervorzubringen. Die Succinimidylgruppe von CFSE 
kann CF kovalent an intrazelluläre Moleküle binden. In einigen Fällen kann CFSE kovalent an intra-
zelluläre Moleküle (R1-NH2) binden, um Konjugate (CFR1) zu formen, die noch die Zelle verlassen 
können oder schnell abgebaut werden. Das meiste CF wird aber an lang lebende intrazelluläre 
Moleküle (R2-NH2) gebunden, um Konjugate (CFR2) zu formen, die nicht die Zelle verlassen können 
und so eine stabile Färbung der Zelle zur Folge haben. 
 
Alle drei Färbemethoden wurden für unterschiedliche Zellarten untersucht,  
Präadipozyten waren bisher davon ausgeschlossen. Eine Zellfärbung der Fett-
gewebsvorläuferzellen ist von großem Vorteil und stellt auch eine Herausforderung 
dar, da sich die Morphologie dieser Zellen durch die Differenzierung in reife 
Adipozyten vollständig verändert. In dieser Studie wurden die Unterschiede zwischen 
CFDA-SE, CM-DiI und PKH26 analysiert; Vor- und Nachteile und deren Anwendung 
für Präadipozyten werden dargestellt. 
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Stickstoffmonoxid und die Wirkung auf die Differenzierung von    
Präadipozyten 
Stickstoffmonoxid (NO) entsteht bei Anwesenheit von molekularem Sauerstoff durch 
Spaltung der Aminosäure L-Arginin mit Hilfe der NO-Synthase. Bei dieser Reaktion 
entsteht NO und Citrullin in äquimolaren Mengen; essentielle Kofaktoren sind 
NADPH, FMN, FAD, Protoporphyrin IX und Tetrahydrobiopterin. Es löst die 
physiologischen Reaktionen durch Aktivierung der zytosolischen Guanylatcyclase 
aus, welches GTP zu cGMP reduziert. Es gibt drei Isoformen der NOS Enzyme: die 
endotheliale NOS (eNOS), die neuronale NOS (nNOS) und die induzierbare NOS 
(iNOS).  
Die endotheliale und die neuronale NO-Synthase werden durch Erhöhung der 
intrazellulären Calcium Konzentration aktiviert. NO diffundiert folglich in die nahe 
gelegenen Zielzellen, um die Menge an cGMP zu erhöhen und die Zellfunktion zu 
triggern (85). Das durch die eNOS entstehende NO führt zu einer Regulation des 
Gefäßtonus und besitzt außerdem antithrombogene Effekte (179). Das neuronale 
NO ist ein Neurotransmitter mit wichtigen Funktionen im ZNS und spielt weiterhin 
eine große Rolle bei der Gedächtnisfunktion (153). Im autonomen Nervensystem ist 
NO ein inhibitorischer Neurotransmitter, der im Gastrointestinaltrakt zu einer Re-
laxation (22) und im Corpus cavernosum zu einer Erektion des Penis führt (23). 
Die induzierbare NO-Synthase wird typischerweise in aktiven, nicht ruhenden Zellen 
exprimiert und muss durch bestimmte proinflammatorische Zytokine (z.B. Interleukin-
1β, Tumornekrosefaktor-α, Interferon-γ) und mikrobielle Produkte (wie z. B. 
Lipopolysaccharide) induziert werden (171). Die Expression der iNOS führt zu einer 
starken Erhöhung der NO Konzentration, die einige Tage andauern kann. Das hier 
entstehende NO hat Einfluss auf die unspezifischen Abwehrreaktionen.  
NO hat eine Halbwertszeit von einigen Sekunden (3-5s) und wird dann zu den 
stabilen, inaktiven Produkten Nitrit (NO2) und Nitrat (NO3-) oxidiert (117). Im Fett-
gewebe von Ratten und Menschen sind die membrangebundene, endotheliale NOS 
(eNOS) und die zytoplasmatisch lokalisierte, induzierbare NOS (iNOS) für die NO 
Produktion verantwortlich (5, 33, 90, 124, 142). NO inhibiert in vitro die Proliferation 
und stimuliert die Expression der adipogenen Marker PPAR-γ und des 
ungebundenen Protein 1 in braunen Präadipozyten von Ratten (124). Die Lipid-
akkumulation und die lipogenen Enzyme werden auch in weißen Präadipozyten von 
Ratten induziert (201). In braunem Fettgewebe von Ratten konnte gezeigt werden, 
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dass die erhöhte NO Produktion zu einer Kälte-assoziierten Vasodilatation führt 
(119). Untersuchungen bei Menschen haben jedoch gezeigt, dass durch Inhibierung 
der NO Synthese der Blutfluss im Fettgewebe nicht beeinflusst wird (18, 88). Die 
Insulin stimulierte Glucoseaufnahme war im weißen Fettgewebe von Ratten 
abhängig von einer intakten NO Synthese (146). Im Fettgewebsdepot von Ratten 
und Menschen wurde sowohl die basale als auch die Katecholamin-stimulierte 
Lipolyse durch Anwesenheit von NO inhibiert (5, 18, 46, 88, 99). Weiterhin weiß man, 
dass Hormone wie Insulin und Angiotensin II, die Wirkungen auf die Adipozyten 
haben, besonders bei adipösen Menschen exprimiert werden (36). Beide Hormone 
haben stimulierende Effekte auf die eNOS Aktivität in endothelialen Zellen (35, 74). 
Die Identifizierung der eNOS und iNOS im Fettgewebe (91, 142) lässt darauf 
schließen, dass NO eine wichtige Rolle bei der Fettzellformierung zukommt. 
 
 
Fragestellung 
In der vorliegenden Arbeit „Präadipozyten auf neuartigen Textilmatrizes“ sollten 
verschiedene Aspekte des Tissue enginnering von Fettgewebe evaluiert werden. 
 
o Die Etablierung eines neuen Biomaterials für die Fettgewebszüchtung und 
Untersuchung des Einflusses von Polyesteramid (PEA Typ C) auf die 
Kultivierung und Differenzierung der Präadipozyten in vitro. 
o Die Eignung der Fluoreszenzfarbstoffe PKH-26, CM-DiI und CFDA-SE zur 
Präadipozytenmarkierung und ihr Einfluss auf Zellproliferation und 
Differenzierung. 
o Die Optimierung der in vitro Zellbedingungen für die Differenzierung der 
Präadipozyten. 
 
Zielsetzung ist ein adäquater Weichteilgewebeersatz durch autologe Zellen auf Bio-
materialien zur Wiederherstellung von Weichteilgewebsdefekten. 
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MATERIALIEN 
 
Technische Daten 
• Begasungsbrutschrank (Heraeus) 
• Laminar-Airflow  (Flow Laboratories GmbH) 
• Laborwaage (Sartorius) 
• Laborfeinwaage (Sartorius basic) 
• Zentrifuge (Minifuge T-Heraeus) 
• Laboratory Centrifuge (SIGMA) 
• Phasenkontrastmikroskop (Telaval 31-Zeiss) 
• Zählkammer (neubauer improved) 
• Wasserschüttelbad (GFL 1092/1083) 
• Schüttelgerät (Reax 2000 – Heidolph) 
• Autoklav (Melag Autoklav 23) 
• Zentrifugenröhrchen (10 ml, 50 ml konisch – Costar) 
• Pipettierhilfe (Pipetboy-Tecnomara) 
• Gewebekulturflaschen  25 ml (Greiner) 
• Gewebekulturflaschen 5 ml (Greiner) 
• Gewebekulturschalen  (6well, 12well, 24well, 96well) (Falcon) 
• Petrischalen Ø150mm (Falcon) 
• Pipetten (1ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml – Greiner) 
• Eppendorf cups 1.5 ml (Eppendorf) 
• FACS Röhrchen (Sarstedt) 
• Zentrifuge (Biofuge A, Heraeus) 
• Elisa-Reader mit HP-Printer (Dynex Technologies) 
• Photoeinrichtung  
• Glaszylinder (Borosilikatglas – Braun) 
• Teflonkolben (Braun) 
• Serumfilter (Millex GV 22µm – Millipore) 
• 250µm-Nylon Sieb (Verseidag Techfab GmbH) 
• Pasteurpipetten (230mm – Brand) 
• Multikanalpipette (Eppendorf) 
• Repeater Pipette und combitips (Eppendorf) 
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• Quadriperms (Vivascience) 
 
Enzyme, Substrate & Enzymlösungen 
• Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM – PAA) 
• Ham`s F12 (PAA) 
• Medium 199 (PAA) 
• Penicillin (PAA Laboratories) 
• Streptomycin (PAA Laboratories) 
• Basal fibroblast growth factor (bFGF) (Peprotech) 
• Fötales Kälberserum (Biochrom) 
• Trypsin, 0.05% EDTA, 0.02% in PBS (PAA Laboratories) 
• Dexamethason (Sigma) 
• Insulin (Roche) 
• Transferrin (Sigma) 
• Trijodthyronin (Sigma) 
• Isobutylmethylxanthine (IBMX – Sigma) 
• Pioglitazon (Takeda Pharmaceuticals) 
• PBS, Phosphat buffered saline (Biochrom) 
• Fibronektin (BD Biosciences) 
• Collagenase CLS Typ I 0.2% (Biochrom) 
• BSA (PAA Technologies) 
• Collagenase-Lösung (0,2 % Collagenase Typ I CLS, 1,5 % BSA,       
      Collagenasepuffer) 
• Collagenase Puffer (100 mM HEPES, 120 mM NaCl, 50 mM KCl,  
1 mM CaCl2 und 50 mM Glucose, pH 7.4) ⇒ 1 mL Collagenase Puffer 
je g Feuchtgewicht 
• Trypanblau 0.5% in Aqua bidest. (Sigma) 
• Oil Red O (Merck) 
• Dihydroxyacetonphosphat (DHAP – Sigma) 
• HEPES (Sigma Aldrich Chemie) 
• GPDH = Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase activity assay kit  
          (TaKaRa) 
• PKH-26 red Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma Aldrich Chemie GmbH) 
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• Cell TrackerTM CM-DiI (CM-DiI) (MoBiTec) 
• Vybrant® CFSE Cell Tracer Kit (CFSE) (MoBiTec) 
• Stickstoffmonoxid  
• HCl (MERCK) 
• DETA/NO  
• 2-Mercaptoethanol (Merck) 
• Formalin (MERCK) 
• Eosin (Merck) 
• Hämalaun (Merck) 
• DAPI = 4´,6–Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid (Boehringer  
           Mannheim) 
• DMSO = Dimethylsulfonoxid (Sigma) 
• RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) 
 
Kulturmedien 
Proliferationsmedium 
• DMEM Ham´s F12 
• 10% FCS 
• 100 µL bFGF 
• 100 U/ml Penicillin 
• 100 µg/ml Streptomycin 
 
Präadipozyten- Anwachsmedium 
• Medium 199 
• 10% FCS 
• 100 U/ml Penicillin 
• 0,1 mg/ml Streptomycin 
 
Differenzierungsmedium (für die ersten 5 Tage) 
• DMEM Ham´s F12 1:1 
• 0,1 µg/ml Pioglitazon 
• 0,5 mM IBMX 
• 10 -6 M Dexamethason 
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• 66 nM Insulin 
• 1 nM Trijodthyronin 
• 10 µg/ml Transferrin 
• 100 U/ml Penicillin 
• 100 µg/ml Streptomycin 
 
Differenzierungsmedium (ab dem 6. Tag) 
• DMEM Ham´s F12 1:1 
• 10 -6 M Dexamethason 
• 1 nM Trijodthyronin 
• 66 nM Insulin 
• 10 µg/ml Transferrin 
• 100 U/ml Penicillin 
• 100 µg/ml Streptomycin 
 
METHODEN 
 
Humane Präadipozyten – Zellisolation und Zellkultur 
Die Fettgewebsproben, die zur Isolierung von Präadipozyten benötigt wurden, 
stammten von jungen Patienten, die sich für eine elektive Operation (z.B. 
Abdominoplastik, Mammareduktion, Liposuktion) an der Klinik für Plastische 
Chirurgie, Hand- und Verbrennungschirurgie an der RWTH Aachen entschieden 
hatten. Es wurde nur Fettgewebe aus Abdomino- und Mammareduktionsplastiken 
verwendet,  da durch die Tumeszenzlösung, die bei der Liposuktion verwendet wird, 
Präadipozyten zerstört werden. 
Das Fettgewebe wurde unmittelbar nach Exzision in sterile Behälter überführt und in 
das Labor der Plastischen Chirurgie transportiert. Alle sterilen Arbeiten fanden unter 
der Laminar Airflow statt. 
Nach Entfernung des Bindegewebes und der sichtbaren Blutgefäße aus den Fett-
gewebsproben, wurden die Fettläppchen frei präpariert und für die Präparationszeit 
in sterilem NaCl gelagert, um ein Austrocknen des Gewebes zu vermeiden und ein 
Auswaschen von Blutresten zu gewährleisten. Nach der Präparation wurde das Fett-
gewebe in Kulturschalen gewogen und mit einer sterilen Schere zerkleinert (2-5mm).  
 - 31 -  
  
Abbildung 13  Schema der Zellisolation. Aus dem frischen Fettgewebe wurden die Fettläppchen 
herauspräpariert und das Bindegewebe und die sichtbaren Blutgefäße entfernt. Danach erfolgte der 
Verdau in einer kurz vorher angefertigten Collagenase-Lösung. Das verdaute Fettgewebe wurde 
gefiltert, zentrifugiert und auf die Kulturgefäße aufgeteilt. 
 
Zum Herauslösen noch vorhandener Bindegewebsstrukturen wurde das Fettgewebe 
mit einer speziell angefertigten Verdauungslösung (sterilfiltrierte Collagenase Lösung 
((0,2% (w/v) Kollagenase CLS Typ I, 1,5% (w/v) bovines Serumalbumin (BSA) gelöst 
in Kollagenasepuffer (100 mM HEPES, 120 mM NaCl, 50 mM KCl, 1 mM CaCl, 50 
mM Glucose, pH 7.4) unter konstanter Bewegung (Schüttelfrequenz 256/min) im 
Schüttelwasserbad verdaut (für 45 min bei 37°C).  
Der Enzymverdau wurde mit DMEM Ham´s F12 supplementiert mit 15 mmol l-1 
HEPES, 14 mmol l-1 NaHCO3, 33 µmol l-1 Biotin, 17 µmol l-1 D-Pantothenat und 10% 
FCS oder mit vollständigem Proliferationsmedium (Verhältnis Enzymlösung zu 
Medium 1:2) gestoppt. Das Serum stoppt die Aktivität der Collagenase.  Diesem 
Schritt folgte eine Inkubation in Erythrozyten-Lysierungspuffer bestehend aus 155 
mmol l-1 NH4Cl, 5.7 mmol l-1 K2HPO4, 0.1 mmol l-1 EDTA für 10 min. 
Präparieren des 
Fettgewebes mit 
Entfernung des 
Bindegewebes und 
der Blutgefäße 
Filtrierung des mit 
Kollagenase verdauten 
Fettgewebes und 
Zentrifugierung 
Entfernung der 
beiden oberen 
Phasen, 
Resuspension in 
Kulturmedium 
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Das verdaute Fettgewebe wurde dann durch einen sterilen 250 µm Nylonfilter filtriert, 
um restliche Bestandteile des Bindegewebes zu entfernen. Nach Zentrifugierung der 
Zellsuspension (7 min bei 700g und Raumtemperatur), entstanden drei Schichten: 
eine obere weißliche Schicht (bestehend aus abgesetzten Fetten und reifen Fett-
zellen), eine mittlere Schicht (Collagenase Lösung) und das Pellet mit Fettgewebs-
vorläuferzellen, Bindegewebszellen und Blutzellen. Die oberen beiden Phasen 
wurden mit Hilfe von Pipetten abgesaugt und verworfen, das Pellet mit den wichtigen 
Zellen in Anheftungs- (M199 + 10% FCS + 100 U/ml Penicillin + 0,1 mg/ml 
Streptomycin) oder Proliferationsmedium resuspendiert und, je nach Versuchs-
ansatz, in Kulturflaschen (25cm2 oder 75cm2) oder -platten (six wells) mit einer Zell-
dichte von 3x104 Zellen/cm2 (63) ausgesät und im Brutschrank (bei 37°C, 5% CO2, 
95% Luft, H2O gesättigt) kultiviert.  Die Anheftung benötigte 16-20 Stunden (62). Der 
nächste Schritt bestand in einer dreimaligen NaCl Waschung 24 Stunden nach 
Kultivierung, um die nicht haftenden Zellen, das Anheftungsmedium und die 
Erythrozyten zu entfernen. Das Anheftungsmedium wurde durch Proliferations-
medium ausgetauscht (133). An den darauf folgenden Tagen fand eine Waschung 
mit PBS statt, da die Zellen 48 Stunden nach Kultivierung adhärent genug waren, um 
die leicht trypsinierende Wirkung des PBS zu überleben. Bis zur Konfluenz wurden 
die Präadipozyten in Proliferationsmedium (63) gehalten, da die im Proliferations-
medium enthaltenen Faktoren (fetales Kälberserum und bFGF (bovine fibroblast 
growth factor)) proliferationssteigernd (mitogene Aktivität) und differenzierungs-
hemmend wirken. 
Um aus den jeweiligen Primärkulturen Subkulturen zu erhalten, wurde bei Erreichen 
der Konfluenz das Medium aus den Kulturgefäßen abgesaugt, die Zellen zwei Mal 
mit PBS gespült und nach Entfernen der PBS-Lösung die Trypsinlösung hinzugefügt. 
Nach zwei bis drei Minuten Inkubation im Brutschrank (37°C) und leichtes 
Schwenken der Kulturgefäße waren die Zellen von der Kulturfläche abgelöst und 
konnten, nach Kontrolle der Ablösung durch das Phasenkontrastmikroskop, in 
Proliferationsmedium (mit FCS, da dies physiologische Trypsininhibitoren enthält) 
resuspendiert werden. 50µl wurden aus dieser Zellsuspension zur Bestimmung der 
Zellzahl entnommen, die übrige Suspension 10 Minuten bei 1200U/min zentrifugiert. 
Diese Zeit nutzte man, um die Zellzahl mit der Neubauer Zählkammer zu bestimmen.  
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bbildung 14 Berechnung der Gesamtzellzahl mittels Neubau
ammer, B. mikroskopisches Bild, sowohl die obere als auch d
olcher Quadranten C. Formel zur Ermittlung der Gesamtzellzahl 
ür die Bestimmung der Zelldichte im Kulturgefäß 
erechnet. Nach der Zentrifugation wurden die Zelle
edium resuspendiert und auf neue Kulturgefäße mit 
cm2 ausgesät (Passage 1). 
abgesetzte Fette, reife 
Adipozyten 
Collagenase Lösung 
Stromale Zellen (Fibroblasten, 
Präadipozyten, Erythrozyten) 
urch den Wechsel von Proliferations- zu Differe
dipogene Umwandlung erreicht werden, so dass die
it Differenzierungsmedium 1 und danach mit Diffe
ndgültigen Ablösung der Adipozyten von der Kultursc
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er Zählkammer. A. Neubauer Zähl-
ie untere Kammer besteht aus vier 
wurde auf Zellen/cm2 zurück-
n wiederum in Proliferations-
einer Dichte von 20.000 Zellen 
 
 
Abbildung 15 Schema der 
nach der Präparation aus dem 
Fettgewebe isolierten Zellen. 
Durch die Zentrifugation wird das 
präparierte Fettgewebe in drei 
Phasen eingeteilt. Im Pellet 
befinden sich die stromalen 
Zellen (Präadipozyten, Endothel-
zellen, Fibroblasten und 
Erythrozyten. Im Überstand 
befinden sich neben den reifen 
Adipozyten auch freigesetzte 
Lipide und Zelldetritus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
nzierungsmedium kann eine 
 Zellen bei Konfluenz 5 Tage 
renzierungsmedium 2 bis zur 
hale versorgt wurden. 
 
Vliesherstellung und zelluläre Besiedelung 
Chemische Synthese des Polyesteramids Typ C durch ε-Caprolactam, 1,4-
butanediol und Fettsäuren und technische Produktion der Polyesteramid-
basierten Vliese 
Die Synthese des Polyesteramids Typ C (PEA Typ C) wurde durch einen 
lösungsmittelfreien, kontinuierlich laufenden Zweiphasen-Prozess durchgeführt. Die 
Reaktion beinhaltete eine simultane Ringöffnungs-Polymerisation des ε-
Caprolactams und eine Polykondensierung des resultierenden 6-amino-hexano-
säureester mit 1,4-butanediol und Fettsäuren. Die Reaktion wurde unter hohen 
Vakuumbedingungen  und hohen Temperaturen erreicht, um Wasser und Alkohol zu 
entfernen. PEA Typ C Proben zeigten in Degradationsversuchen unter 
physiologischen Bedingungen eine Mediumstabilität. Nach 168 Tagen konnte bei den 
Proben eine Gewichtreduktion von nur 5 % festgestellt werden. Mechanische Tests 
wurden mit Hilfe einer Zwick Maschine für Materialtestung (Zwick-Roell-Gruppe, 
Deutschland) unter definierten Bedingungen in einem klimatisierten Gefäß 
durchgeführt. Die Verlängerung bis zum Bruch der Struktur betrug nahezu 700 % mit 
einer dehnbaren Stärke von 31 MPa. Der elastische Modulus betrug 82 MPa. 
Vor Formung der Vliese, wurde das Polymer durch eine Schmelzspinnmethode 
ausgepresst und anschließend zu Filamenten gezogen. Um die Adhäsion zwischen 
den Filamenten und der Spinnmaschine  und zwischen den Filamenten 
untereinander zu minimieren, verwendete man ein Überzug aus Silikonoligomeren. 
Danach wurden die Filamente zu Fäden geschnitten und nach Auflösung der 
Kräuselung der Polymerfäden, zu Vliesen weiterverarbeitet. 
 
Herstellung des Vliesgerüstes 
Um Vliese aus Garn herstellen zu können, mussten drei unterschiedliche Stationen 
durchlaufen werden. 
 
1. Konvertierung 
Das erzeugte Garn wurde im Laborkonverter (Abb.16) mit dem Luftstrom durch eine 
enge Bohrung getragen und an der Austrittsstelle der Bohrung mit einer scharfen 
Messerklinge geschnitten.  
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Abbildung 16  Aufbau und Funktionsweise des Laborkonverters (entwickelt am Institut für Textil-
technik der RWTH Aachen) 
 
 
2. Florbildung 
Die Faserorientierung ist für die Zellen mesenchymalen Ursprungs wichtig, da sie 
sich entlang der Fasern orientieren. Für die Herstellung der Vliese mit vorwiegend 
wirrer Faserlage wurde die aerodynamische Vlieslagerung verwendet. Bei dieser 
Methode wurde das Garn aus dem oberen Teil der Anlage zugeführt (Abb. 17). In 
der Auflöseeinheit wurden die Fasern vereinzelt und an der Siebablage stapelten sie 
sich zu einem lockeren, strukturlosen Vlies. 
Durch diese Methode der Vliesbildung entstanden schmale Vliese, die zu einer 
geringen Gleichmäßigkeit in Querrichtung führten. 
Es wurden acht Netze (jedes 2.5 g und 80 x 210 mm2) übereinander gestapelt, um 
eine Dicke von ca. 4.5 mm und eine offene Porenstruktur herzustellen. Da keine 
thermischen oder chemischen Techniken zur Verhinderung der Kontamination und 
schneller Degradation eingesetzt werden konnten, wurde eine Nadelfaltungsmethode 
verwendet. 
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Abbildung 17  Schema der diskontinuierlichen aerodynamischen Vliesbildanlage 
Von oben wird ein Band zugeführt, in der Auflöseeinheit werden die Fasern vereinzelt und auf 
dem Sieb zu einem wirren Vlies gelegt. 
 
 
3. Vernadelung 
Zur Erzeugung eines gleichmäßigen Vliesbildes und einer guten Verfestigung der 
dünnen und zerbrechlichen Fäden, wurden feine Nadeln in einer Vernadelungszone 
eingesetzt (Abb. 18).  
 
Abbildung 18  Technische Herstellung der dreidimensionalen Struktur des Vliesgerüstes 
Dargestellt ist die Vernadelungszone. Das Vlies wird zunächst von der Vorderseite 8mm tief vernadelt. 
Alle weiteren Durchläufe wurden mit einer Einstichtiefe von 5 mm durchgeführt. Die Stichdichte betrug 
350 Stiche/cm. 
 
Aufgrund der Kontaminationsgefahr und der Gefahr der vorzeitigen Biodegradation 
konnten keine thermischen, chemischen oder feuchten Verbindungstechniken an-
gewandt werden. Bei der Vernadelungstechnik schlug eine Nadelspitze durch das 
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Vliesgewebe hindurch und zog einzelne Fasern mit. Durch die Reibung wurden die 
Fasern aneinander befestigt und es entstand ein stabiles und lockeres Fasergeflecht. 
 
Heizblock 
Stempel 
Fuß 
Stempelaufnahme 
Führungsrohr 
4. Konfektionierung 
Für imente wurden die Vliese zu Zylindern (Durchmesser = 20 
 
 
9  Beheizte Stanze 
as Vliesmaterial wird auf den Heizblock gelegt. Der Stempel, an dem man den gewünschten 
 
eim Stanzen war darauf zu achten, dass das Polyesteramid nicht zu lange den 
Antihaftbeschichtung benötigt, da sich das Material anhaftete. 
 Zellbesiedelungsexper
mm, Höhe = 4.6 mm, Fläche = 540 g/m2) mit offener Porenstruktur geformt. Die 
kreisförmigen Proben wurden mit Hilfe eines speziellen, beheizten Stanzgerätes, das 
den Rand des Gerüstes verschweißt, ausgestanzt. Dadurch, dass die Vliese beheizt 
ausgestanzt wurden, konnte ein Herauslösen der Filamente verhindert und eine 
Verfestigung des Randes gewährleistet werden. Der Schweißrand muss ein 
Herauslösen der Fasern verhindern, darf jedoch nicht hart werden, da dies eine ent-
zündliche Reaktion im menschlichen Gewebe auslösen könnte.  
 
Abbildung 1
D
Durchmesser einstellen kann, drückt die kreisförmigen Proben in den Heizblock. Somit werden die 
Vliesränder verschweißt. Um eine ausreichende Führungsgenauigkeit der Stanze zu erhalten, wird 
ein Bohrständer als vertikale Führung eingesetzt. 
 
B
Temperaturen (140-160°C; Verweilzeit 0-8 s je nach Vliesdicke) ausgesetzt war, da 
das Material sonst sichtbar degradierte. Bei PEA Vliesen wurde eine spezielle 
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Reinigung und Sterilisation der Vliese 
Eine Analyse der Vliese erfolgte mittels Licht- (LM) und Elektronenmikroskop (SEM). 
Dies zeigte auf der Vliesoberfläche Kontaminationen von Mikro- und Submikrometer-
hstwahrscheinlich durch Prozesse vor der 
 
 
 
bbildung 20   Darstellung des Soxhlet Reaktors.  
rinzip: fest-flüssig Extraktion unter kontinuierlichem Rückfluss. Das 
xtraktionsmittel (Lösungsmittel) wird bis zum Sieden erhitzt. Es steigt als 
ampf auf und kondensiert in der Spirale, in der kontinuierlich kaltes Wasser 
ittel in die Extraktions-
und XPS (Radio-Photoelektronen-Spektroskopie) statt. Gemessen in der XPS war 
die Zusammenstellung der Elemente Kohlenstoff (C1s 285, 0eV), Sauerstoff (O1s 
größe. Diese Kontaminationen waren höc
Vliesherstellung entstanden. Um diese lipophilen und hydrophilen, sowohl 
biologischen als auch synthetischen Substanzen zu entfernen, wurde ein
Säuberungs- und Dekontaminationsprotokoll entwickelt. Dazu mussten die Vlies-
proben in einen Soxhlet Reaktor überführt und unter kontinuierlichem Fluss für einige 
Stunden mit Hexan/Propan-2-ol (9:1; v/v) extrahiert werden.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A
P
E
D
läuft. Durch die Kondensierung tropft das Lösungsm
hülse, die mit einem Filterpapier ausgestattet ist. Die extrahierten Stoffe 
reichern sich im Filter an, während das Extraktionsmittel durch den Filter 
fließt, erneut verdampft und der Prozess von vorne beginnt.  
 
 
xtraktion fand eine Analyse der Proben mit Hilfe des LM, SEM Vor und nach der E
532, 5eV), Stickstoff (N1s 102, 5eV) und Silikon (Si2p, 5eV). Nach der Oberflächen-
säuberungsprozedur folgte die Vakuumtrocknung der Proben und leichtes Erwärmen 
auf 50 °C für 2 Stunden. Die sauberen und Vakuum getrockneten Vliese wurden in 
polystyrenhaltigen Kulturgefäßen gelagert und mit Parafilm verschlossen. Bevor man 
sie für in vitro Zellkulturexperimente verwenden konnte, mussten sie gamma-
sterilisiert werden. Bei der Gammasterilisation wurden γ-Strahlen, ionisierende 
Strahlen mit sehr kurzer Wellenlänge (<0,5 nm), eingesetzt, die durch ihre hohe 
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Energie und Durchdringungsfähigkeit in der Lage sind, Stoffe einer gewissen Dichte 
zu sterilisieren. Die Energiedosis betrug 23.9 x 10 3 Gray. 
                      
Vliesvorbereitung für die Zellkultur 
Zunächst erfolgte eine Viertelung der Vliese mit sterilen Instrumenten. Dann wurden 
einige Vliese mit 160 µl Fibronektin (0,1mg/ml) beschichtet. Es war auf eine allseits 
indestens einer Stunde Trocknen unter der 
und Aufarbeitung 
gute Beschichtung zu achten. Nach m
Lamina Airflow, fand die Besiedelung mit 4 Millionen Zellen, resuspendiert in 80 µl 
Proliferationsmedium, pro Viertel Vlies statt. Weitere 80 µl Proliferationsmedium 
wurden hinzugefügt, um eine adäquate Versorgung der Zellen zu gewähren und ein 
Austrocknen zu verhindern. Die besiedelten Vliese wurden im Brutschrank gelagert 
und nach 8 Stunden (Adhäsionszeit) mit weiteren 2 ml Proliferationsmedium 
versorgt.  
 
Fixierung 
Zur histologischen Aufarbeitung wurden HE und DAPI Färbungen durchgeführt. Nach 
Fixierung der Vliese für 12-24 Stunden in 4%igem Formalin (pH 7,25), wurden die 
er gespült (1 Stunde) und in eine Präparate mit fließendem Leitungswass
Dehydrierungsreihe mit aufsteigender Konzentration an Isopropanol (60%, 90%, 
3x100% jeweils 1 Stunde) gegeben. Nach Dehydrierung erfolgte ein Fixierungs-
vorgang: zunächst 1 Stunde in einem Isopropanol/Paraplast Gemisch mit einem 
Verhältnis von 1:1, dann 12-24 Stunden in reinem Paraplast bei 65°C. Um aus den 
Präparaten histologische Schnitte erstellen zu können, wurden diese in Paraffin-
blöcke eingebettet und nach Aushärtung mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten 
(Dicke: 40 µm). Zur Durchführung von Färbungen, war eine Entparaffinierung und 
Rehydrierung mit einer absteigenden Alkoholreihe erforderlich.  
 
HE Färbung 
Die HE-Färbung ist eine Übersichtsfärbung, bei der die Kerne der Zellen blau und 
das umliegende Gewebe rosa/rot gefärbt werden.  
 Paraffinblöcke wurden geschnitten, auf Objektträger überführt und für Vorgehen: Die
5-10 Minuten in frisch filtriertem Hämalaun gelegt. Nach Spülung mit warmem 
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Leitungswasser, wurden die Zellen für 5 Minuten in 0,3%iger wässriger Eosinlösung 
gefärbt und erneut gewaschen. Es folgte ein Dehydrierungsschritt durch eine 
aufsteigende Alkoholreihe: 80%, 96%, 100% Ethanol, Xylol (jeweils 10 Minuten) und 
am Ende Eindecken mit Vitroclud (Eindecköl). 
 
DAPI Färbung (4´6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid) 
Bei der DAPI Färbung handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, bei dem nur 
uots zu 50 µl bei -20°C eingefroren. Dann folgte die 
PI Arbeitslösung hinzugefügt (Inkubationszeit 15 Minuten bei Raum-
Präadipozytenmarkierung 
die Kerne angefärbt werden.  
Zur Herstellung einer 1mg/ml Stammlösung, wurde das Lyophilisat in 10ml sterilem 
Aqua bidest gelöst und in Aliq
Aufarbeitung einer 1 µg/ml Arbeitslösung (50 µl der Stammlösung mit 50 ml 
Methanol). 
Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte dreimal mit Trispuffer (TBS) gespült und 
100 µl DA
temperatur). Dann erfolgte eine erneute Spülung mit Tris Puffer und Einbettung mit 
Mowiol. 
 
Alle Färbungen wurden nach den Empfehlungen der Firma MoBiTec durchgeführt.  
PKH-26 
Für die PKH-26 Markierungen wurden die Zellen zunächst trypsiniert und mit 
tigem Medium (vollständiges Proliferationsmedium) abgestoppt. Nach 10 serumhal
Minuten Zentrifugierung bei 1200 Umdrehungen fand eine Resuspension des Pellets 
in serumfreien Medium (DMEM Ham´s F12, 100 U/ml, 0.1 mg/ml Streptomycin) statt. 
Zur Bestimmung der Zellzahl musste eine gewisse Menge der Resuspension (2 x 107 
Zellen) entnommen werden, der Rest wurde erneut zentrifugiert. Der Überstand 
musste bis auf 25 µl abgesaugt und das Pellet mit 500 µl Diluent C resuspendiert 
werden (Begründung: Diluent C bindet Salze; durch die Präsenz von Salzen ist eine 
Mizellenformation möglich, was zu einer Behinderung der Färbungsreaktion führt).  
Die Färbelösung mit 2 µM und 10 µM Konzentration sollte unmittelbar vor Gebrauch 
hergestellt werden. Zu 500 µl Zell-Diluent Mischung wurden 500 µl Färbung hinzu-
gegeben. Nach 4 Minuten Inkubationszeit in der Färbelösung und 1 min Inkubation in 
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Serum, wurden die Zellen mehrmals mit serumhaltigem Proliferationsmedium 
gewaschen und bei 400 g 7 Minuten zentrifugiert, hinterher auf Kulturgefäße aus-
gesät und für weitere Analysen kultiviert. 
 
CM-DiI (= Chloromethylbenzamido-DiI) 
Für die CM-DiI Markierung wurde die Färbelösung (Stocksolution mit 50 µl DMSO) 
onzentrationen (1 µM, 2 µM und 5 µM) zu 
FDA-SE (carboxy-fluorescein-diacetat-succinimidylester) 
mit PBS gemischt, um unterschiedliche K
erhalten. Die Zellen wurden für 5 Minuten bei 37°C inkubiert und danach zusätzlich 
15 Minuten bei 4°C. Nach der Färbung mussten die Zellen  mit PBS gewaschen und 
frisches Medium hinzugefügt werden.  
 
C
Zur Präadipozytenmarkierung mit CFDA-SE, wurde die Färbelösung zunächst durch 
klösung zu erhalten.  
Mikroskopische Auswertung 
Auflösung in 90 µl DMSO vorbereitet, um eine 10 mM Stoc
Danach folgte eine Mischung mit PBS, um unterschiedliche Konzentrationen (1 µM, 5 
µM und 10 µM) zu erhalten. Nach Zugabe des Farbstoffes wurden die Zellen 15 
Minuten bei 37°C inkubiert, die Färbelösung abgesaugt, frisches Medium ohne 
Serum hinzugefügt und weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Schluss musste 
der Überstand abgesaugt und frisches Proliferationsmedium hinzugefügt werden. 
 
Um die Verweildauer der Farbstoffe PKH-26, CM-DiI und CFDA-SE analysieren zu 
Präadipozyten aus frisch explantiertem humanem 
Zellen/cm2 ausgesät und mit den 
können, wurden zunächst die 
subkutanem Fettgewebe präpariert, auf Kulturgefäße ausgesät und mit den 
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Es fand eine tägliche fluoreszenz-
mikroskopische Kontrolle der gefärbten proliferierenden Zellen statt. Bei Konfluenz 
der Kulturgefäße wurden die Zellen passagiert und mit einer Dichte von 20.000 
Zellen/cm2 auf neue Kulturgefäße aufgeteilt.   
Zur Untersuchung von sich differenzierenden Fettvorläuferzellen, wurden die Zellen 
mit einer höheren Dichte von 100.000 
entsprechenden Färbelösungen markiert. Ein Tag später erfolgte die Zugabe von 
Differenzierungsmedium. Auch hier fand eine tägliche Kontrolle der Zellen unter dem 
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Fluoreszenzmikroskop statt.  Das jeweilige Kulturgefäß musste nach Kontrolle 
entsorgt werden, um ein Farbstoffverlust durch Lichtkontakt auszuschließen.  
 
FACS-Analyse 
Es wurden FACS Analysen von proliferierenden gefärbten Präadipozyten durch-
rbung der Zellen mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffen, wurden 
 
geführt. Nach Fä
wöchentlich FACS Analysen der jeweiligen Farbstoffkonzentrationen durchgeführt. 
Dazu musste das Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt, die Zellen zweimal mit 
PBS gewaschen, trypsiniert und dann mit serumhaltigem Medium abgestoppt 
werden. Nach dem Zentrifugieren (5min, Programm 4) wurden die Zellen zweimal mit 
FACS Puffer gewaschen und in FACS Röhrchen mit 500µl FACS Puffer überführt. 
Die restlichen Zellen konnten weiter kultiviert und bei Konfluenz passagiert werden.  
Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) ermöglicht 
die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von Zellen in einem
Flüssigkeitsstrom. Es ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
Oberflächenmolekülen und intrazellulären Proteinen. Die Grundlage ist eine Antigen- 
Antikörper- Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern durch-
geführt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydro-
dynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem gebündelten Laser-
strahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen 
des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden diese 
auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen 
unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zurück. 
Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, 
verhält sich proportional zur Menge an Zellen. Zusätzlich werden durch die Licht-
beugung und -streuung Informationen über die Zellgröße, die Granularität des 
Zytoplasmas und die Größe des Zellkerns der Zellen gewonnen. Eine gleichzeitige 
FACS Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist möglich, da sich die 
eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlänge anregen lassen, 
aber über unterschiedliche, für den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emissions-
spektren verfügen. 
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FL1
Abbildung 21 Vereinfachte schematische Darstellung des Strahlenganges eines FACS Gerätes. 
FSC= Forward Scatter; SSC= Sidewards Scatter, FL1 + 2 = optische Filter. Die Zellen werden an 
einem gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei Anregung des Fluo-
reszenzfarbstoffes durch einen monochromatischen Laserstrahl wird dieser auf ein höheres Energie-
niveau gehoben und fällt unter Abgabe von Energie auf sein Ursprungsniveau zurück. Die emittierte 
Photonenkonzentration verhält sich proportional zur Menge an gebundenen Antikörpern. Durch Licht-
beugung und -streuung werden zusätzlich Informationen über die Zelle (Kerngröße, Granularität) 
gewonnen. 
 
MTT / XTT - Test 
Der MTT Test wird bei Analyse der Zellproliferation und Zellaktivität verwendet. 
Außerdem können antiproliferative und zytotoxische Effekte auf die Zellen erfasst 
werden. Der Test beruht auf der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes MTT in das 
rote Formazan durch metabolisch aktive Zellen. Tetrazoliumsalze sind aromatische 
Derivate von 1, 2, 3, 4 Tetrazolen (Substitution in Position 2, 3 und 5). Durch 
Spaltung mit Hilfe der Succinat-Tetrazolium-Reduktase werden die Tetrazoliumsalze 
in Formazan umgewandelt. Dieses Enzym gehört in die Atmungskette der 
Mitochondrien und ist nur in metabolisch intakten Zellen aktiv. Das Enzym ist in den 
Mitochondrien lokalisiert und wandelt den gelben, wasserlöslichen Farbstoff 
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein violettes, wasserunlösliches Produkt (MTT 
Formazan) um. 
Laser  
488 nm 
FSC- 
Diode 
Diodenlaser 
633 nm 
Fokussierungs-
linse 
Durchflußzelle 488/10 
SSC 
FL2
530/30 Bandpass Filter 
660 Short Pass  
(Dichroic Mirror) 
488/10 
585/42 
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MTT ist als solches wasserunlöslich und muss mit Hilfe einer Lösung wasserlöslich 
gemacht werden. 
 
 
Abbildung 22   Strukturformel MTT ( 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl(-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromide) 
 
Zur Durchführung dieses Tests, wurden die Zellen auf 12 wells (wells = Kulturgefäß 
mit 12 Ausbuchtungen definierter Größe) ausgesät und mit 1 ml Proliferations-
medium kultiviert. Das XTT Reagens, bestehend aus 5ml XTT Lösung und 100 µl 
Elektronenkopplungsreagens, wurde kurz vor Durchführung des Tests frisch 
angesetzt, und 500 µl dieser Mischung pro ml Proliferationsmedium den Zellen 
hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde im Brutschrank (bei 37°C) 
wurde der Überstand abgesaugt und in 96 wells pipettiert. Der Farbumschlag konnte 
photometrisch mit Hilfe eines ELISA readers (enzyme-linked-immuno-sorbent-assay) 
gemessen werden. 
 
 
Stickstoffmonoxid-substituierte Präadipozytenkultivierung 
Stickstoffmonoxid und DETA Zugabe 
Um eine effektive Stickstoffmonoxidkonzentration zur Unterstützung der  
Differenzierung analysieren zu können, wurden die Zellen zunächst auf 6-wells mit 
einer Dichte von 100.000 Zellen/cm2 ausgesät (hohe Zelldichte, um eine gute und 
schnelle Differenzierung zu gewähren) und 5 Tage mit DETA/NO bzw. DETA  
behandelt. DETA ist ein NO Donor, der dem NO hinzugefügt wird, da NO eine kurze 
Halbwertszeit (3-4 Minuten) besitzt und dieser Effekt durch DETA auf 24 h verlängert 
werden kann. Es erfolgte als Kontrolle eine alleinige DETA Zugabe, um darzustellen, 
dass die Wirkung nicht vom Donor ausgeht, sondern als Effekt des Stickstoff-
monoxids anzusehen ist. Es wurden verschiedene Konzentrationen von DETA/NO 
und DETA ausgetestet (30 µM, 50 µM, 70 µM, 100 µM, 120 µM, 150µM). Der erste 
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Tag der Zugabe war gleichzeitig auch der erste Tag der Behandlung mit 
Differenzierungsmedium.   
Zur Kontrolle wurden einige Zellen nur mit Proliferations- und einige nur mit 
Differenzierungsmedium ohne DETA/NO Zugabe behandelt. 
 
GPDH-Analyse 
Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase ist das Enzym der Lipidbiosynthese, welches 
die reversible Konversion zwischen Dihydroxyacetonphosphat und Glycerol-3-
Phosphat mit NAD als Koenzym katalysiert. Es ist ein repräsentativer Marker für die 
Differenzierung von Fettvorläuferzellen zu reifen Fettzellen (Adipozyten). In 
Adipozyten und Muskeln ist GPDH im Zytosol zu finden. Die GPDH Aktivität steigt 
bei Differenzierung der Fettvorläuferzellen schnell an. Die GPDH Aktivität wird als 
Abnahme der NADH Konzentration durch Abnahme der Absorption bei 340 nm 
gemessen. 
 
Dihydroxyacetonphosphat + NADH + H+ →  Glycerol-3-phosphat + NAD+
 
Zunächst musste das Medium aus den Kulturgefäßen abgesaugt und die Zellen 2x 
mit PBS gewaschen werden, um Restserum zu entfernen. Nach Zugabe von 300µl 
„Enzyme Extraction Puffer“ und Inkubation für 3 Minuten bei 37°C, wurden die 
abgelösten Zellen mittels einer Pipette in Eppendorf cups überführt und 300µl des 
vorher angefertigten „Dilution Buffer“ hinzugefügt (Vorbereitung des Dilution Buffer 
mit Mercaptoethanol; 5µl 2-ME in 715 µl Aqua dest. geben, von dieser 0,1 M 2-ME-
Lösung 10µl in den Dilution Buffer geben). 25µl der jeweiligen Versuchsbedingung 
wurden in ein six-well-plate überführt und mit dem ELISA reader gemessen. 100µl 
„Substrate Solution“  wurde unmittelbar vor der Messung mit Hilfe einer Multikanal-
pipette hinzugegeben, da die Reaktion sofort nach Zugabe dieser Lösung beginnt. 
Berechnung der GPDH Aktivität: 
 
GPDH Aktivität (unit/ml) = ∆OD340 x 2.06 x 4 (Verdünnung) 
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Red Oil O-Färbung 
Die Ölrotfärbung erfolgte an differenzierten Präadipozyten.  
Das Medium wurde aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Zellen mit PBS 
gewaschen. Nach Abziehen des PBS und Fixierung der Zellen über Nacht in kaltem 
10%igem Formaldehyd, wurde der Abstand abgesaugt und das Kulturgefäß mit der 
Ölrot-Färbelösung beschichtet. Es folgte eine weitere Inkubationszeit von 2 Stunden. 
Anschließend wurde die Färbelösung abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und 
in 10%iges Formaldehyd überführt. Bis zur mikroskopischen Auswertung, mussten 
die Kulturgefäße bei 4°C gelagert werden.  
Lipide erscheinen rot, Zellkerne blauviolett. 
 
Trypanblaufärbung 
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, das als Anion leicht an Proteine binden kann. Die 
Farbstoffaufnahme der Zellen ist stark pH abhängig. Die maximale Aufnahme findet 
bei pH 7,5 statt. Deshalb sollte der pH Bereich relativ eng liegen. Weiterhin sind 
Temperatur, Färbedauer und Farbstoffkonzentration sensible Parameter. Bei der 
Trypanblaufärbung handelt es sich um eine Life-dead-Färbung, bei der sich nur die 
toten Zellen blau darstellen, da der Farbstoff durch die defekte Zellmembran 
hindurch diffundiert. Bei zu langer Inkubationszeit ist ein Anstieg avitaler Zellen zu 
beobachten, da der Farbstoff zytotoxisch wirkt. 
Um die Anzahl vitaler und avitaler Zellen zu bestimmen, wurde in die Kultur pro ml 
Proliferationsmedium 1,8 µl 0,5%ige Trypanblaulösung hinzugegeben. Nach 3-5 
Minuten Inkubationszeit im Brutschrank, fand eine Analyse der Zellen unter dem 
Lichtmikroskop statt. 
 
Statistik 
Die statistische Auswertung der Zellzahl auf den Polyesteramidkonstrukten werden 
als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Zur Analyse der Vliese fand der 
Student t-Test für unverbundene Stichproben Anwendung. Unterschiede von  
p<0,0001 wurden als hoch signifikant betrachtet. 
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Die Daten bezüglich Toxizität, Zellzahl während Proliferation und FACS-Analysen 
werden als arithmetisches Mittel + Standardabweichung angegeben. Als 
Signifikanztest wurde der Student t-Test verwendet.  
Bei den Stickstoffmonoxidversuchen wurde der Student t-Test angewendet, Unter-
schiede von p<0,05 wurden als hoch signifikant bewertet. 
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ERGEBNISSE 
 
Besiedelung von Polyesteramid-Vliesen mit Präadipozyten 
Dreidimensionale Struktur der Polyesteramid Typ C Vliese 
Die mikroskopischen und elektronenmikroskopischen Bilder (Abb. 23) zeigen, dass 
die Herstellungsprozedur ein offenes Porensystem in dreidimensionaler Struktur 
zulässt. Die Porengrößen variieren nach dem Zufallsprinzip, wodurch die Zellen 
genügend Raum zur Anhaftung haben. Durch die Vernadelungstechnik mit unter-
schiedlichen Nadelgrößen und Haken kann ein adäquates Vlies mit einer Kombi-
nation aus lockerem Fasergewebe und fester Struktur hergestellt werden. 
A B 
C 
 
D 
Abbildung 23 Polyesteramid Vliese in unterschiedlichen Vergrößerungen 
A.-B. Makroskopische Bilder von Polyesteramid Typ C Strukturen (A) vor und (B) nach der 
Ausstanzung mit Hilfe der beheizten Stanze (Durchmesser: 200mm; Höhe: 4,6mm) 
C.-D. Elektronenmikroskopische Bilder von Vliesen (C: Vergrößerung x 24.000, D: Vergrößerung x 
100.000) 
 
Evaluierung unterschiedlicher Reinigungsmethoden 
An die Herstellung der Vliese schließt sich die Textilveredlung an. Dies beinhaltet die 
Beseitigung von Verunreinigungen durch Extraktion und die Oberflächenmodifikation. 
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Für die in vitro Besiedelung reicht zum Teil die Desinfektion mit Alkohol zur Keim-
tötung aus. Eine höhere Keimabtötung wird jedoch durch Sterilisierung erreicht. 
Die lichtmikroskopische Analyse (Abb. 24) zeigt eine adäquatere Anhaftung der 
Fettvorläuferzellen nach Reinigung der Vliese mittels Soxhlet Extraktion.  Die 
Alkoholdesinfektionen zeigen Spuren von Restalkohol und dadurch eine minimale 
Anhaftung der Zellen an die Fasern. 
B A 
C D 
 
Abbildung 24  Mikroskopischer Vergleich der unterschiedlichen Reinigungsmethoden 
Die Vliese wurden mit den oben genannten Methoden vorbehandelt und mit Präadipozyten besiedelt. 
Nach 5 Tagen wurden die Vliese in Formalin eingebettet und mit DAPI gefärbt.  
A: Vorbehandlung der Vliese mit 70%igem Alkohol; B: Vorbehandlung mit Ethanol und Spülung mit 
NaCl; C: Vorbehandlung mit Ethanol, Spülung mit NaCl und Medium; D: Vliesreinigung mit Soxhlet 
Extraktion 
 
Extraktion und Sterilisation der kontaminierten Vliese 
Zur Eliminierung von lipophilen und hydrophilen biologischen und chemischen 
Substanzen wurde ein Dekontaminierungsprotokoll entwickelt, in dem die Vliese 
unter kontinuierlichem Fluss mit Hexan/Propan-2-ol (9:1; v/v) in einem Soxhlet 
Extraktor behandelt werden. Die Proben wurden vor und nach der Extraktion mit 
Lichtmikroskop und SEM analysiert. Die Abb. 25 A.-B. zeigen deutliche Verunr-
einigungen an den Fasern, die auf Schmiernebel und Staub während des 
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Herstellungsprozesses zurückzuführen sind. Nach Durchführung der Extraktions-
prozedur sind die Verunreinigungen beseitigt und die Vliesfasern zeigen eine glatte 
Oberflächenstruktur (Abb. 25 C.-D.). 
A C 
B D 
 
Abbildung 25 Vliesfaser vor (A.-B.) und nach (C.-D.)  Extraktion 
Um die kontaminierten Partikel und Substanzen zu entfernen,  fand eine Extraktion der Vliese mit 
einer Mischung aus organischen Lösungsmitteln statt. Die Vliese wurden im Soxhlet Extractor (s. Abb. 
15) platziert und kontinuierlich für mehrere Stunden mit Hexan/Propan-2-ol (9:1;v/v) extrahiert. Die 
Proben wurden vor und nach Extraktion mittels Lichtmikroskop und SEM analysiert. 
  
Diese Ergebnisse wurden auch durch eine chemische Analyse der Polyesteramid-
vliese bestätigt, in der der molekulare Gehalt an Sauerstoff (O1s), Stickstoff (N1s), 
Kohlenstoff (C1s) und Silikon (Si2p)-Atomen ermittelt wurde (Abb.26). Die nicht-
extrahierten Proben zeigen hohe Konzentrationen an Silikon-Atomen während bei 
extrahierten Vliesen keine Silikonpartikel zu finden sind. Weiterhin wurden bei 
extrahierten Vliesen  höhere Konzentrationen an Kohlenstoff- und Stickstoffatomen 
gefunden, der Gehalt an Sauerstoff war  prä und post extractionem äquivalent 
geblieben. 
 - 51 -  
020
40
60
80
100
C1
s
O1
s
N1
s
Si2
p
C1
s
O1
s
N1
s
Si2
p
Elementzusammensetzung vor Soxhlet Extraktion
Elementzusammensetzung nach Soxhlet Extraktion
A
to
m
-%
 
Abbildung 26 Elementzusammensetzung vor und nach Extraktion 
Fünf Vliesproben wurden vor und nach dem Extraktionsverfahren mittels XPS analysiert. Ermittelt 
wurde der Gehalt an Kohlenstoff (C1s), Sauerstoff (O1s), Stickstoff (N1s) und Silikon (Si2p). 
 
 
In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss des Extraktionsverfahrens auf die 
Vlieseigenschaften ermittelt. In Abhängigkeit von den Extraktionsbedingungen 
können Polyesteramidvliese eine geringfügige Schädigung erfahren; die Proben 
weisen nach der Extraktion ein verändertes Gewicht, eine geringere Dicke und 
Fläche auf (Tab.5). Dies trifft besonders für schneller degradierbare Materialien wie 
Polyesteramide zu.  
 
Tabelle 5  Einfluss der Extraktion auf die Eigenschaften des Polyesteramid Typ C 
 
 Vor Extraktion Nach Extraktion 
Gewicht  [g] 0,437 0,3567 
Dicke [mm] 1,56 1,059 
Fläche ca.  [mm2] 50 x 50 40 x 50 
Flächenmasse  [g/m²] 174,8 178,35  
 
Determinierung des Präadipozytenwachstums auf Fibronektin-beschichteten 
Vliesen 
Zur Evaluierung der Wachstumsrate der Präadipozyten auf den Vliesen, wurde der 
MTT Test durchgeführt. Nach Besiedelung der Vliese, die zum Teil unbeschichtet 
und zum Teil mit Fibronektin beschichtet waren, fand eine Analyse der Formazan 
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Entstehung nach 6 Stunden und 9 Tagen statt. Als Kontrolle wurde ein Vlies für 
jeden Zeitpunkt und jede Bedingung kultiviert. Die Zellzahl 6h nach Zellbesiedelung 
auf unbehandelten Vliesen setzten wir als 100% voraus. Die Zellzahl 6h nach Vlies-
besiedelung war signifikant höher auf Fibronektin beschichteten Vliesen. Nach 9d 
Kultivierung gab es immer noch einen signifikanten Unterschied zwischen 
beschichteten und unbeschichteten Vliesen, dieser stellte sich jedoch nicht so 
deutlich ausgeprägt dar wie an Tag 1. Die Zellzahl auf Fibronektin freien Vliesen 
hatte innerhalb eines Zeitraums von 9d um einen Faktor von 2.5 zugenommen. Im 
Vergleich dazu war die Zellzahl auf Fibronektin beschichteten Vliesen nur um den 
Faktor 0,35  gestiegen (im Vergleich zur initialen Zellzahl nach Besiedelung).  
 
0
50
100
150
200
250
300
350
400
no
 fib
ron
ec
tin
+ f
ibr
on
ec
tin
no
 fib
ron
ec
tin
+ f
ibr
on
ec
tin
re
la
tiv
e 
ce
ll 
nu
m
2
4
Ze
llz
ah
l [
%
] i
m
 V
er
gl
ei
ch
 z
ur
 
St
an
da
rd
gr
up
pe
ke
in 
Fib
ro
ne
kti
n
9d
 na
ch
 B
es
ied
elu
ng
+ F
ibr
on
ek
ti
ke
in 
Fib
ro
ne
kti
+ F
ibr
on
ek
ti
9d
 na
ch
 B
es
ied
elu
ng
6h
 na
ch
 B
es
ied
elu
ng
6h
 na
ch
 B
es
ied
elu
ng
†
† †
 
Abbildung 27  
Wachstumsrate der 
Präadipozyten auf 
Fibronektin 
beschichteten und 
unbeschichteten 
Vliesen 
Die Formazan 
Formierung mittels MTT 
Test wurde bei 
besiedelten Vliesen mit 
und ohne Fibronektin 
ermittelt. Die Daten 
basieren auf drei 
individuell durchge-
führten Experimenten. 
†, p < 0,001 im Vergleich 
zur Standardgruppe 
(kein Fibronektin, 6h 
nach Vliesbesiedelung). 
 
 
Analyse der Proliferation und Differenzierung von Präadipozyten auf Vliesen 
Präadipozyten wurden isoliert, bis zur Konfluenz kultiviert und auf Fibronektin 
beschichteten bzw. unbeschichteten Vliesen besiedelt. Die nach einer Woche statt-
findende mikroskopische Auswertung zeigen die Verteilung der Zellen innerhalb des 
Vliesgerüstes und die darin erfolgte Zellproliferation. Die Ergebnisse präsentieren 
eine optimale Verteilung der Zellen in allen Schichten des Vlieses und eine gute An-
haftung der Zellen an die Fasern (Abb. 28). Dies trifft sowohl auf die  Vliesmitte als 
auch auf die -ränder zu. Die starke Haftung der Zellen an die Fasern ist vor allem in 
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den fluoreszenzmikroskopischen Bildern zu sehen (Abb. 28 B). Vliesbeschichtung 
mit Fibronektin führt zu Zell-Faser-Aggregation (Abb. 28 C-F).  
.  
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- 54 - Abbildung 28  Analyse 
von Präadipozyten 
besiedelten Vliesen 
während der 
Proliferation 
Die Zellen wurden isoliert 
und auf den Vliesen 
kultiviert. Nach einer 
Proliferationszeit von 1 
Woche wurden die Vliese 
histologisch aufbereitet 
und mittels Mikroskopie 
auf Zelladhäsion und 
Proliferationsaktivität hin 
untersucht.  
A.-B.: Licht- (A) und 
fluoreszenzmikroskopische
s (B) Bild von 
unbeschichteten Vliesen 
mit einer 
Zellbesiedelungszahl von 
3 x 106 nach einer Woche 
Proliferation. 20 x 
Vergrößerung 
C.-D.: Licht- (C) und 
fluoreszenzmikroskopische
s (D) Bild von Fibronektin 
beschichteten Vliesen mit 
einer Zellbesiedelungszahl 
von 3 x 106 Präadipozyten 
nach 1 Woche 
Proliferation. 20 x 
Vergrößerung 
E.-F.: Gleiche 
Bedingungen wie (C) und 
(D) mit 40 x Vergrößerung  g der Präadipozyten 
ten besiedelt und 3 
lt. Die histologische 
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Abbildung 29  
Analyse von 
Präadipozyten 
besiedelten Vliesen 
während der 
Differenzierung 
Die Zellen wurden 
isoliert und wie oben 
beschrieben kultiviert. 
Die Besiedelung der 
Vliese erfolgte mit 
einer Zellzahl von 8 x 
106 pro Vliesviertel. 
Nach drei Wochen 
Kultivierung mit den 
entsprechenden 
Differenzierungs-
medien wurden die 
Vliese histologisch 
anhand der DAPI 
Färbung analysiert. 
C. D. 
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A.-D.: Lichtmikroskopische (A, C) und fluoreszenzmikroskopische (B, D) Bilder von Fibronektin 
beschichteten Vliesen besiedelt mit 8 x 106 Präadipozyten nach Differenzierung, 20 x Vergrößerung 
(A.-B.), 40 x Vergrößerung (C.-D) Färbung von Präadipozyten mit CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 
eterminierung der Vitalität nach Färbung mit CFDA-SE, CM-DiI und           
KH-26 
räadipozyten wurden aus frisch exzidiertem subkutanem Fettgewebe isoliert, auf 
ulturgefäße überführt und in subkonfluentem Stadium mit den Farbstoffen CFDA-
E, CM-DiI und PKH-26 gefärbt. Die Zellen wurden in Proliferationsmedium kultiviert 
nd nach 24 Stunden mit Hilfe des Mikroskops auf ihre Zellmorphologie hin 
nalysiert.  
m Vergleich zu ungefärbten, residenten Zellen schwankte die Zahl der vitalen Zellen 
4 Stunden nach Färbung mit CFDA-SE zwischen 43% + 6% bei einer Konzentration 
on 1 µM und 13% + 4% bei einer Konzentration von 20 µM (Abb. 30 A).  
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Eine kontinuierliche Abnahme der Zellzahl konnte bei allen K
gewiesen werden, vor allem bei 10 µM und 20 µM. Auch CM-D
kanten Zellverlust, hier aber bereits bei niedrigsten Konzentrati
21% vitale Zellen bei 1 µM) (Abb. 30 B). Dies war jedoch wen
Ergebnisse, die bei CFDA-SE beobachtet wurden. Die Toxizitä
zwischen 1 µM und 2 µM, zeigte aber eine starke Erhöhung 
 - 56 - Abbildung 30  Zell-
verlust aufgrund der 
Färbungsprozeduren 
mit CFDA-SE, CM-DiI 
und PKH-26 
Präadipozyten wurden 
isoliert, auf Kulturgefäße 
überführt und mit den 
Farbstoffen CFDA-SE 
(A), CM-DiI (B) und 
PKH-26 (C) nach den 
Empfehlungen der 
Hersteller gefärbt.  Nach 
24 h wurden die Zellen 
trypsiniert, mit 
Trypanblau gefärbt und 
die lebensfähigen Zellen  
mittels Neubauer-
kammer unter einem 
Lichtmikroskop mit 10x 
Vergrößerung gezählt. 
Da keine signifikanten 
Unterschiede  zwischen 
XTT-Test und Zell-
zählung zu erkennen 
waren, sind hier die 
Ergebnisse der Zell-
zählung aufgeführt. 
 
A. n = 4;  *, p < 0,001 im 
Vergleich zu 
ungefärbten, residenten 
Zellen 
B. n = 3;  *, p < 0,001 im 
Vergleich zu 
ungefärbten, residenten 
Zellen  
C. n = 5;  *, p < 0,001 im 
Vergleich zu 
ungefärbten, residenten 
Zellen (69) onzentrationen  nach-
iI zeigte einen signifi-
onen (nur noch 55% + 
iger signifikant als die 
tsebene blieb konstant 
auf bis zu 33% + 9% 
 
vitale Zellen bei einer Konzentration von 10 µM. Im Vergleich zu CFDA-SE und CM-
DiI, zeigte PKH-26 geringere Zellverluste mit 77% + 19% vitale Zellen bei 2 µM PKH-
26 (Abb. 30 C). Diese Reduktion der Zellzahl war nicht signifikant. Bei 10 µM Fär-
bung war der Zellverlust signifikant höher (54% + 23% vitale Zellen). 
 
Einfluss der Färbungen auf die Proliferationsaktivität  
Um zu evaluieren, ob die drei Farbstoffe die Proliferationsaktivität der Präadipozyten 
beeinflussen, wurden die Zellen gefärbt und nach 3 und 9 Tagen ein XTT Test 
durchgeführt. Wie in Abb. 31 dargestellt, gibt es keine signifikante Änderung in der 
Proliferationsaktivität zwischen gefärbten und ungefärbten Zellen. 
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Abbildung 31  Einfluss der Färbungen auf die Zellphysiologie 
Um die Proliferationsrate von gefärbten und ungefärbten Zellen zu evaluieren, wurden die 
Präadipozyten nach Färbung gleichmäßig ausgesät und nach 3 und 9 Tagen ein XTT Test durchge-
führt. Die Daten stammen aus drei unterschiedlichen Experimenten. Kontrolle: ungefärbte Zellen (nur 
mit Proliferationsmedium versorgt), PKH: PKH-26 mit einer Konzentration von 2 µM und 10 µM; DiI: 
CM-DiI mit einer Konzentration von 1 µM, 2 µM und 5 µM; CFDA: CFDA-SE mit einer Konzentration 
von 1 µM, 5 µM und 10 µM (69) 
 
Evaluierung der Stabilität der Fluoreszenzmarker in Präadipozyten 
Zur Evaluierung der Stabilität der Farbstoffe CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 in 
Präadipozyten, wurden die Zellen aus frisch exzidiertem humanem Fettgewebe 
isoliert, auf Kulturgefäßen kultiviert und mit den entsprechenden Farbstoffen gefärbt 
(Färbungen nach Empfehlungen der Hersteller). Analysiert wurde, wie lange die ent-
sprechenden Farbstoffe in proliferierenden und differenzierenden Präadipozyten 
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nachzuweisen waren. Die Analyse wurde täglich mittels Fluoreszenzmikroskop 
durchgeführt. Die geringste Färbungsdauer konnte bei CFDA-SE beobachtet werden, 
der Farbstoff war 33 Tage bei einer 10 µM Konzentration in den Zellen nachzuweisen 
(Tab. 6). Bei 5 µM war die Färbung maximal 20 Tage nachweisbar. CM-DiI dagegen 
war geringfügig länger in den Zellen zu beobachten (37 + 3 Tage bei 1 µM und 38 + 
3 Tage bei 2µM). Die längste Färbungsdauer zeigte PKH-26. Hier war der Farbstoff 
bei beiden Konzentrationen (2 µM und 10 µM) über 90 Tage in proliferierenden Zel-
len zu finden. In differenzierenden Präadipozyten konnte bis zur Ablösung von der 
Kulturschale nach ca. 50 Tagen eine Färbung nachgewiesen werden. 
 
 
Tabelle 6 Stabilität der Farbstoffe CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 in Präadipozyten 
Färbungsdauer Farbstoff verwendete 
Konzentration 
[µM] 
prolif. [d] diff. [d] 
Lokalisation 
des 
Farbstoffes in 
der Zelle 
CFDA-SE 5 µM 18 + 2d > 50d* Zytoplasma 
 10 µM 29 + 4d > 50d*  
CM-DiI 1 µM 37 + 3d > 50d* Zellmembran 
 2 µM 38 + 3d > 50d*  
PKH-26 2 µM >90d > 50d* Zellmembran 
 10 µM >90d > 50d*  
* differenzierte Präadipozyten halten die Farbstoffe aufgrund ihrer Morphologie bis zur Ablösung von 
der Kulturschale   
 
 
Um die Daten zur intrazellulären Haltbarkeit der Farbstoffe weiter zu objektivieren, 
wurden FACS Analysen mit proliferierenden Zellen durchgeführt. Mit differen-
zierenden Zellen war dies nicht möglich, da sie sich durch ihre morphologischen 
Veränderungen von der Kulturschale lösen und somit nicht in die FACS Küvetten 
überführt werden können. 
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Abbildung 32  FACS Analysen von CFDA-SE
Präadipozyten wurden isoliert, auf Kulturgefäß
mit den jeweiligen Farbstoffen gefärbt. Die Ha
meters nach 1, 7, 14, 24 und 35 Tagen anal
CFDA-SE (A), CM-DiI (B) und PKH-26 (C) gefä
 
 DiI 1 µM
DiI 2 µM
DiI 5 µM     CFDA 1 µM
     CFDA 5 µM
     CFDA 10 µM 
, CM-DiI und PKH-26 gefärbten Zellen 
e ausgesät und nach den Empfehlungen der Hersteller 
ltbarkeit der Farbstoffe wurde mit Hilfe des Flow Cyto-
ysiert. In der Abbildung sind repräsentative Daten von 
rbten Präadipozyten dargestellt (69) 
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Abbildung 33  Stabilität der Fluoreszenzfärbungen in Präadipozyten 
Die mittlere Dauer der Fluoreszenzfärbungen der gefärbten Präadipozyten wurde aus drei FACS 
Analysen ermittelt (69), * p<0,05, **p<0,01, †p<0,001 
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Mikroskopische Analyse fluoreszenzgefärbter Präadipozyten 
Präadipozyten wurden isoliert und mit den entsprechenden Farbstoffen markiert. 
Fluoreszenzmuster wurden mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskop  während Proli-
feration (Abb. 34) und Differenzierung (Abb. 35) analysiert, um die Verteilung und 
die Effektivität der Farbstoffe zu beurteilen. 
 
A. 
 
Abbildung 34 Mikroskopische Analyse des Farbstoffverhaltens in proliferierenden 
Präadipozyten 
B. 
C. 
Präadipozyten wurden isoliert und mit den Farbstoffen CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 nach 
Empfehlung der Hersteller gefärbt. Die dünnen Pfeile in A-C zeigen das Verhalten der Farbstoffe in 
proliferierenden Zellen.  
A. CFDA-SE Färbung (5 µM) Tag 1,  
B. CM-DiI Färbung (1 µM) Tag 1,  
C. PKH-26 Färbung (10 µM) Tag 1,  
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A. 
 
B. 
C. 
 
Abbildung 35  Mikroskopische Analyse des Farbstoffverhaltens in differenzierenden 
Präadipozyten 
Präadipozyten wurden isoliert und mit den Farbstoffen CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 nach den 
Empfehlungen der Hersteller gefärbt. Die dicken Pfeile in D-F zeigen das Verhalten der Farbstoffe in 
differenzierten Zellen.  
A. CFDA-SE  Färbung (5 µM) am 12. Tag der Differenzierung 
B. CM-DiI Färbung (1 µM) am 21. Tag der Differenzierung 
C. PKH-26 Färbung (10 µM) am 21. Tag der Differenzierung 
 
 
Effekt von Stickstoffmonoxid auf die Präadipozytendifferenzierung 
Mikroskopische Analyse des NO-Effektes zur Darstellung der 
Morphologieänderung 
Zur Evaluierung des NO Effektes auf die Konversion der Präadipozyten zu reifen 
Adipozyten, wurde die Differenzierung induziert. Dazu wurden die Zellen bis zur 
Konfluenz kultiviert und mit Differenzierungsmedium versorgt. In den ersten 5 Tagen 
wurde der NO Donor DETA/NO bzw. DETA in den entsprechenden Konzentrationen 
hinzugefügt. Das Ausmaß der Differenzierung betrug in der Kontrolle nach 7 Tagen 
0,95%. Bei Zugabe von DETA konnte keine signifikante Änderung des Ausmaßes 
dargestellt werden. Im Vergleich dazu, erhöht DETA/NO das Ausmaß der Differen-
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zierung signifikant (8,75 % + 2,2% bei DETA/NO 100µM; 8 % + 2,4 % bei DETA/NO 
150 µM nach 7 Tagen). Somit ist die Differenzierung bei einer DETA/NO Konzentra-
tion von 150 µM nicht signifikant erhöht. 
 
A  B  
C D 
 
Abbildung 36  Mikroskopische Analyse der NO Effekte auf die Differenzierung der 
Präadipozyten 
Präadipozyten wurden isoliert und bis zur Konfluenz kultiviert. Nach gleichmäßiger Aussaht wurden 
die Zellen mit Differenzierungsmedium und die ersten fünf Tage mit DETA/NO bzw. DETA versorgt. 7 
Tage nach Induktion der Differenzierung wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf Veränderung ihrer 
Morphologie analysiert. 
A. Kontrolle (Differenzierungsmedium)   
B. DETA  
C. DETA/NO 100µM   
D. DETA/NO 150µM 
 
 
GPDH Analyse zur enzymatischen Darstellung des NO Effektes 
Um den Effekt von NO auf die Differenzierung der Präadipozyten zu analysieren, 
wurden die Zellen bei Konfluenz mit Differenzierungsmedium kultiviert. Während der 
ersten fünf Differenzierungstage wurde den Zellen DETA/NO oder DETA in verschie-
denen Konzentrationen hinzugefügt. Die GPDH Analysen zeigen, dass DETA/NO 
Konzentrationen zwischen 30 µM und 100 µM die Reifung der Präadipozyten fördern. 
Diese Erhöhung der Differenzierungsrate ist signifikant bei Konzentrationen von 
 - 63 -  
DETA/NO zwischen 50-100 µM (*p < 0,05), mit der höchsten Rate bei 70 µM (Abb. 
37) 
 
 
Abbildung 37  GPDH Analyse der NO Effekte auf die Präadipozyten Differenzierung 
Präadipozyten wurden isoliert und mit Differenzierungsmedien versorgt. Innerhalb der ersten 5 
Differenzierungstage wurde der NO Donor DETA/NO in verschiedenen Konzentrationen  (30 µM 
[+NO30], 50 µM [+NO50], 70 µM [+NO70] und 100 µM [+NO100]) zum Differenzierungsmedium hin-
zugefügt. DETA wurde als Kontrolle in einer Konzentration von 100µM eingesetzt. Die Daten stammen 
aus drei individuell angesetzten Versuchen. Die Standardkontrolle (nur Differenzierungsmedium) 
wurde auf 100% gesetzt. * p<0,05 
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DISKUSSION 
 
Tissue engineering 
In der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie stellt die Rekonstruktion von 
Weichteilgewebsdefekten ein besonderes Problem dar, da die Resultate nicht immer 
ästhetisch zufrieden stellend sind. Bei der freien Fettgewebstransplantation kommt 
es durch Resorption zu einer Reduktion des Fettgewebevolumens, zur Ausbildung 
von Bindegewebe und Ölzysten (54, 132, 145) und letztlich zu einer Deformierung 
des Transplantates. Die Rekonstruktion von größeren Weichgewebsdefekten durch 
Lappenplastiken führt auch zu unzufrieden stellenden ästhetischen Ergebnissen, da  
es an der neu implantierten Stelle oft zu Hebedefekten kommt. Die Entwicklung eines 
optimalen Weichteilgewebsersatzes durch Fettgewebszüchtung würde einen 
enormen Fortschritt bedeuten. 
In früheren Studien wurden geeignete Zellen für das Tissue engineering von Fettge-
webe gesucht. Es wurden reife Adipozyten im Vergleich zu 
Fettgewebsvorläuferzellen, den Präadipozyten, untersucht. Die Ergebnisse verdeut-
lichen, dass Präadipozyten die weitaus adäquateren Zellen für die Fettgewebszüch-
tung sind. Undifferenzierte Fettvorläuferzellen zeigten einen signifikant niedrigeren 
Sauerstoffverbrauch als differenzierte Adipozyten (183), so dass eine höhere 
Toleranzbreite  gegenüber der Ischämiezeit nach Implantation gegeben ist. Weiterhin 
zeigen sie eine gute Anpassung an die neue Umgebung und eine hohe Lipidakku-
mulation (12). Reife Adipozyten haben im Gegensatz zu Präadipozyten die Fähigkeit 
zur Zellteilung verloren und benötigen eine adäquate Ernährung sowie eine gute 
Sauerstoffversorgung (161, 187).  
In der heutigen Zeit stellt die Organtransplantation eine wichtige Therapieform dar. 
Krankheits- oder unfallbedingte Organschäden können durch Ersatz mit allogenen 
Transplantaten zu einer Wiederherstellung der Organfunktion führen. Diese Trans-
plantationsform wird für verschiedene Organe durchgeführt: Leber, Niere, Herz, 
Lunge und Haut. Hierbei sind nicht nur der personelle und der apparative Aufwand 
sehr groß, sondern es mangelt auch an immunologisch kompatiblen Spendern. 
Weiterhin ist eine lebenslange Einnahme von Immunsuppressiva absolut notwendig 
(195), um immunologische Komplikationen, die trotz Einnahme von 
Immunsuppressiva entstehen können, zu minimieren. 
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Es wird bereits seit zwei Jahrzehnten weltweit nach Alternativen zur allogenen 
Transplantation gesucht. Die beste Alternative wäre die Transplantation von autolo-
gem Material (108). Das vorrangigste Ziel im Bereich des Tissue engineering besteht 
in der Herstellung optimaler synthetischer Trägerstrukturen, die mit autologen Zellen 
besiedelt, in vitro kultiviert und nach einiger Zeit in den Organismus implantiert 
werden. Viele bisher unverstandene Komponenten spielen hierbei eine wesentliche 
Rolle, darunter auch das so genannte „Biointerface“. Hierunter versteht man die 
Grenzschicht zwischen künstlichem Material und lebender Zelle. Das Material 
beeinflusst die Zelle durch seine Topographie (z.B. Rauhigkeit, Krümmung der Ober-
fläche), Topochemie (z.B. Elementzusammensetzung, Bindungschemie) und 
Topophysik (z.B. Reibungskoeffizient, Ladungsdichte). Molekularer 
Zellmembranaufbau, Zellmembranpotential und Anzahl vorhandener 
Zellmembranrezeptoren sind auf zellulärer Ebene von großer Bedeutung. Weiterhin 
ist der unmittelbare Kontakt zwischen Material und Zelle und ein adäquater An- und 
Abtransport von Nährstoffen und Stoffwechselprodukten von hoher Wichtigkeit. Es 
müssen soweit wie möglich physiologische Bedingungen geschaffen werden, um 
eine optimale Anlagerung der Zellen an das Konstrukt und eine Versorgung mit 
Nährstoffen zu gewährleisten. Da Zellträgerstrukturen bezüglich einer Vielzahl von 
entscheidenden Eigenschaften (einstellbare Porosität, möglichst große Oberfläche, 
temporäre strukturelle mechanische Eigenschaften und spezifische dreidimensionale 
Formen) für die jeweilige Zelle optimierbar sein müssen, werden große 
Anforderungen an die eingesetzten Materialien gestellt. 
 
Polyesteramid Typ C: ein geeignetes Biomaterial für das Tissue engineering 
mit Präadipozyten? 
In den letzten Jahren ist das Interesse am Tissue engineering mit Fettgewebe stetig 
gestiegen, da durch die begrenzten chirurgischen Möglichkeiten die Wiederherstel-
lung von Weichteilgewebsdefekten zu unbefriedigenden kosmetischen und 
ästhetischen Ergebnissen geführt hat. Die Fettgewebszüchtung mit Präadipozyten, 
unreife Fettgewebsvorläuferzellen, bietet eine potentielle Verbesserungsmöglichkeit 
für die Rekonstruktion dieser Defekte. Einige biopolymere Strukturen wie 
Polylaktidglykolsäure (PLGA), Polyglykolsäure, Hyaluronsäure und Kollagen sind als 
dreidimensionale Strukturen in Bezug auf Proliferation und Differenzierung der 
Präadipozyten evaluiert worden (41, 127, 131, 184, 185). Diese Studien zeigen, dass 
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die Differenzierung der Präadipozyten  teilweise von der Art und der Architektur des 
Materials abhängig ist. In Konstrukten aus Kollagen-1, Hyaluronsäure und PLGA 
konnte eine Spontandifferenzierung der Präadipozyten nachgewiesen werden, in 
PGA Konstrukten jedoch nicht. Die Wirkung dieser dreidimensionalen Konstrukte in 
vivo ist sowohl abhängig von der Art des verwendeten Biopolymers als auch von der 
Struktur (56). In den letzten Jahren wurde besonders an der Optimierung der drei-
dimensionalen Architektur gearbeitet. Frühere Studien mit Kollagen oder Hyaluron-
säure zeigten, dass eine Porengröße von 45 µm zu klein und eine Porengröße von 
400 µm zu groß für Präadipozyten ist (72, 184, 185).  Im Gegensatz dazu zeigten 
Porengrößen zwischen 50-340 µm bei Hyaluronsäureträgern gute Ergebnisse im 
Hinblick auf Gewicht, homogene Verteilung der Zellen und Ausmaß der Differen-
zierung (190).  
Diese Studie evaluiert ein neuartiges Material aus einem bioresorbierbaren Co-Poly-
esteramid, das auf ε–Caprolaktam, 1-4 Butandiol und Fettsäure basiert. Dieses 
Material wird aus einem Garn durch unterschiedliche Methoden hergestellt und mit 
einer Vernadelungstechnik an den Rändern gefestigt und stabilisiert, wodurch eine 
stabile dreidimensionale Struktur entwickelt wird. Durch die besondere Herstellung 
können die Porengrößen variiert werden. 
Im Vergleich zu dem bioresorbierbaren Polymer poly(D, L)laktid (PDLLA) , ist das 
neue PEA weniger zerbrechlich und es weist eine geringere pH-Verschiebung bei 
der Degradation auf. Die pH Stabilität während der Degradation ist ein äußerst 
wichtiger Faktor für das Tissue engineering, da durch pH-Verschiebungen Entzün-
dungs- und Abstoßungsreaktionen der Implantate in vivo gefördert werden.  
Nach Analyse des Polymermaterials wurde die Herstellung der dreidimensionalen 
Struktur evaluiert. Das PEA Typ C wurde durch die Schmelzspinnmethode ausge-
presst und zu Filamenten gezogen. Die Filamente wurden zu Fäden geschnitten, 
gelöst und in einer diskontinuierlichen, aerodynamischen Vliesbildanlage zu einem 
Vlies formiert. Um eine Vliesdicke von 4,5 mm und einer offenen Porenstruktur her-
zustellen, wurde die Vernadelungstechnik mit unterschiedlichen Nadeln und Haken 
angewandt. Die so gewonnene Vliesstruktur wurde für die Zellversuche zylindrisch 
geschnitten. Elektronenmikroskopische Bilder der Vliese zeigen, dass durch die Ver-
nadelungstechnik eine offene Porenstruktur gewährleistet wird und die Architektur 
innerhalb des Vliesgerüstes stark variiert. Dies führt zu einer Formfestigkeit des Ge-
rüstes und zugleich zu einer flexiblen Struktur, die notwendig ist, um einen 
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suffizienten Halt zu gewähren und Wachstum und Reifung der Fettvorläuferzellen zu 
fördern.  
Da bekannt ist, dass Polymermaterialien sensibel auf weitere Bearbeitungsmethoden 
reagieren, kann die Herstellung von Monofilamenten, Fasern und Vlieskonstrukten zu 
partieller Degradation und zu Kontaminationen an der Faseroberfläche führen. Um 
lipophile, hydrophile und synthetische Strukturen zu entfernen, wurde ein 
Reinigungsprotokoll erstellt, welches die Reinigung der Vliese im Soxhlet Extraktor 
mit einer Hexan-Propan-2-ol Mischung enthält. Durch lichtmikroskopische Analyse 
konnten drastische Veränderungen vor und nach Durchführung des Reinigungspro-
tokolls demonstriert werden. Um dies zu bestätigen, wurde der Gehalt der 
molekularen Elemente Stickstoff, Sauerstoff, Kohlenstoff und Silikon analysiert. Nicht 
extrahierte Proben zeigten einen hohen Gehalt an Silikonelementen. Dies ist auf die 
Herstellungsprozedur zurückzuführen, da hierbei Silikonöl verwendet wird, um die 
Adhäsion zwischen den Filamenten zu reduzieren. Das Verhältnis zwischen C:O:Si 
gleicht dem des Dimethikons, ein hoch visköses Silikon mit der repetitiven Einheit –
[Si(CH3)2O]n-, das vor allem für die Herstellung von Pflegeprodukten verwendet wird. 
Eine Oberflächenbeschichtung der Vliesfasern mit diesem öligen bis hoch viskösen 
Silikon führt zu einer dicken, verklumpten Struktur. Im Radio-Photo-
Elektronenmikroskop (XPS) kann ein hoher Gehalt an Silikonatomen nachgewiesen 
werden. Da die Standardabweichungen für alle gemessenen Elemente nach 
Extraktion niedrig sind, zeigt sich eine optimale Reinigungsmethode durch das ent-
wickelte Verfahren. Durch die Extraktion werden alle Silikonelemente auf der Ober-
fläche der Fäden entfernt. Die Anwesenheit von Silikon würde keine toxischen 
Effekte haben, da Silikon in vielen medizinischen Produkten ohne krankmachende 
Wirkungen verwendet wird (3). Da Silikon jedoch die Zelladhäsion an die Filamente 
hemmt, ist die Herauslösung ein großer Vorteil für die Zellkultur. 
Mit Hilfe des MTT-Testes wurde die Proliferation der Präadipozyten auf den drei-
dimensionalen Vliesen evaluiert. Dazu wurden die Vliese entweder mit Fibronektin 
beschichtet oder unbehandelt verwendet. Bei der Vorbeschichtung mit Fibronektin 
sollte analysiert werden, ob dadurch eine bessere Haftung der Zellen an die Vlies-
fasern erzielt werden kann. Die Zellhaftung wurde 6h und 9d nach Besiedelung ge-
messen. Fibronektin zeigte eine deutliche Steigerung der Zellzahl 6h nach Zell-
besiedelung von 150% im Vergleich zur Zellbesiedlung mit unbehandelten Vliesen. 
Die Literatur bestätigt eine höhere Ausbeute an Zellen nach Zellisolierung (87, 100, 
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199) und eine bessere Zelladhärenz (203) an das Konstrukt. Nach 9 Tagen 
Proliferation in den Konstrukten zeigt sich jedoch ein deutlicher Unterschied 
zwischen unbeschichteten und beschichteten Vliesen. Die Proliferationsrate auf mit 
Fibronektin beschichteten Vliesen ist deutlich geringer als auf unbeschichteten 
Vliesen. Diese Proliferationsinhibierung kann ein Effekt des Fibronektins sein, das 
aufgrund der kleberartigen Eigenschaften die Zellen fixiert und somit die Pro-
liferationsrate limitiert. Um dies zu vermeiden, könnten niedrigere Fibronektin-
konzentrationen verwendet werden, so dass die Zelladhäsion gefördert wird, die 
Proliferation der Präadipozyten jedoch nicht beeinflusst wird. Eine weitere Erklärung 
für die verringerte Proliferationsrate könnte der adipogene Effekt des Fibronektins 
sein. Die Konversion der Präadipozyten zu reifen Adipozyten hat einen 
Wachstumsstop zur Folge (38). Somit könnte die Proliferationshemmung eine 
Wirkung des Fibronektins sein. In der Literatur gibt es keine einheitliche Meinung, ob 
Fibronektin die Differenzierung hemmt oder fördert.  Frühere Studien haben gezeigt, 
dass die Differenzierung der Präadipozyten bis zu 20% erhöht ist (64, 70). Andere 
Studien zeigen, dass Fibronektin keinen Einfluss auf die Differenzierung aufweist, 
wenn man es dem Kulturmedium beifügt (180) oder dass es die Konversion der 
Präadipozyten zu reifen Adipozyten hemmt (50, 155, 168). Diese Uneinheitlichkeit 
entsteht wahrscheinlich dadurch, dass Fibronektin eine dreidimensionale Struktur 
aufweist und es dadurch zu unterschiedlichen Effekten kommt, wenn man es in 
Kulturmedium oder auf Oberflächenstrukturen anwendet.  
Bei der histologischen Analyse 1 Woche nach Vliesbesiedlung konnte eine optimale 
Verteilung und Anhaftung an die Vliesfasern erreicht werden.  Die Zellen waren auf 
dem gesamten Vlies gleichmäßig verteilt und sie zeigten eine gute Haftung an die 
Fasern. Durch die Beschichtung der Vliese mit Fibronektin ist eine bessere 
Haftbarkeit der Zellen an die Fasern gegeben, da bei den vorbeschichteten Vliesen 
große Zellkonglomerate zu erkennen sind. Für die Differenzierung der Präadipozyten 
wurde Fibronektin verwendet. Frühere Studien haben gezeigt, dass dadurch die 
Differenzierungsrate erhöht werden kann. Auch hier wird die Differenzierung der 
Fettgewebsvorläuferzellen induziert, vor allem in den Arealen, in denen die Zellen als 
Konglomerate zu finden sind. Diese Konglomeratbildung ist vor allem auf das Fibro-
nektin zurückzuführen.  
Polyesteramide sind somit Erfolg versprechende Biomaterialien für die Fettgewebs-
züchtung. Aufgrund der pH-Stabilität während der Degradation und der besonderen 
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Struktur sind diese sehr geeignet für in vivo Versuche. Nach dem neu entwickelten 
Extraktionsverfahren konnten sich die Zellen suffizient auf dem Material entfalten und 
sich optimal weiter differenzieren.  
 
Färbung der Präadipozyten mit CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 
Zur Evaluierung der Fettvorläuferzellen in Implantaten ist eine Färbung der 
Präadipozyten notwendig. Die Zellmigration in vivo und die Formierung des neuen 
Fettgewebes kann so beobachtet werden.  
In der Literatur gibt es keine beschriebene Methode zur Färbung humaner 
Präadipozyten mit Fluoreszenzfarbstoffen. Rieck und Schlaak (143) zeigten in einem 
Lewis Ratten Modell, dass Präadipozyten aus Ratten mit PKH-26 erfolgreich mit 
einer Stabilität von 6 Monaten gefärbt werden können.  
Diese Studie vergleicht die drei Fluoreszenzfarbstoffe CFDA-SE, CM-DiI und PKH-26 
in humanen Präadipozyten. CFDA-SE und CM-DiI, zwei neuere Fluoreszenz-
farbstoffe, zeigen ein einfaches und schnelles Färbungsprotokoll. Die Farbstoffe 
werden lediglich für 15 bzw. 20 Minuten mit dem Medium gemischt. Im Vergleich 
dazu müssen für die  PKH-26 Färbung einige Waschschritte durchgeführt und  
verschiedenen Reagenzien hinzugegeben werden.  
Die Toxizitätsanalysen der drei Farbstoffe zeigen, dass sowohl CFDA-SE als auch 
CM-DiI eine hohe Toxizitätsrate aufweisen. Bei CFDA-SE variiert die Anzahl der 
vitalen Zellen zwischen 43% + 6% bei 1µM Konzentration und 13% + 4% bei 20µM 
Konzentration. Bei CM-DiI variieren die Werte zwischen 55% + 21% bei 1µM und 
33% + 9% bei 10µM. Analysen mit PKH-26 dagegen zeigen niedrigere Toxizitäts-
raten von 77% + 20% vitale Zellen bei 2µM und 54% + 23% bei 10µM. Da alle drei 
Farbstoffe zytotoxisch sind, wurde das Proliferations- und Differenzierungsverhalten 
von gefärbten Zellen analysiert, um eine Beeinflussung der Zellphysiologie 
auszuschließen. Die XTT Ergebnisse (s. Abb. 31) zeigen, dass alle drei Farbstoffe 
keinen Einfluss auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten haben.  
Neben der Toxizität ist auch die Stabilität der Färbung in den Zellen von großer 
Bedeutung. Die besiedelten Vliese werden für in vivo Versuche in den Körper im-
plantiert und nach 4 bis 12 Wochen (185) zur Evaluierung der adipogenen Kon-
version und der Bildung neuen Fettgewebes explantiert. Die Präadipozyten werden 
vor Induktion der Differenzierung implantiert, um die hohen Leistungen der 
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Präadipozyten, wie zum Beispiel den niedrigen Sauerstoffverbrauch (72) und die 
hohe Proliferationskapazität, für das Tissue engineering von Fettgewebe zu ver-
deutlichen.  Somit muss vor allem eine adäquate Stabilität des Farbstoffes während 
Proliferation und Differenzierung gewährleistet sein. 
Die Ergebnisse der FACS Analyse und der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung 
zeigen, dass nach 24 Tagen Proliferation die PKH-26 gefärbten Zellen in 10µM 
Konzentration die deutlichste Färbungsintensität aufweisen. Die  Stabilitäts-
unterschiede der Farbstoffe sind zum Teil auf die zelluläre Lokalisation der Farbstoffe 
zurückzuführen. CM-DiI und PKH-26 binden an die Zellmembran, CFDA-SE 
akkumuliert dagegen im Zytoplasma. Auch wenn beobachtet wurde, dass CFDA-SE 
während des Zellwachstums und während der Proliferation in der Zelle gehalten wird 
(77, 125, 177, 205), zeigen unsere Ergebnisse, dass CFDA-SE mit seiner 
zytoplasmatischen Bindung schneller abschwächt als die zellmembrangebundenen 
Farbstoffe CM-DiI und PKH-26. CFDA-SE 20µM und CM-DiI 10µM wurden nicht in 
die FACS Analyse eingeschlossen, da die Toxizität bei diesen Konzentrationen zu 
hoch ist. Die differenzierten Zellen zeigen bis zur Ablösung von der Kulturschale 
keinen Intensitätsverlust. Dies ist auf die biologische Veränderung der 
differenzierenden Fettvorläuferzellen zurückzuführen, die im Gegensatz zu den 
proliferierenden Zellen keine Zellteilung mehr durchmachen. So werden die Farb-
stoffe zwischen den Lipidvakuolen gehalten. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder 
(s. Abb. 35) zeigen jedoch, dass nicht alle differenzierten Zellen gefärbt sind. Vor 
allem Zellen, die viele Lipidvakuolen haben, enthalten weniger oder gar keinen Farb-
stoff. Dies stellt ein Problem dar, da für die Analyse der Vlieskonstrukte eine 
suffiziente und zuverlässige Färbung notwendig ist. Die insuffiziente Färbung der 
differenzierten Präadipozyten zeigt jedoch, dass eine Autofluoreszenz der Lipid-
vakuolen die Ergebnisse dieser Studie nicht beeinflusst haben. 
Um die mit Präadipozyten besiedelten Vliese analysieren zu können, ist die Toxizität 
der einzelnen Farbstoffe von großer Wichtigkeit, da man für größere Konstrukte sehr 
viele Zellen benötigt. Die Proliferationskapazität ist begrenzt und eine lange 
Proliferationszeit begrenzt die Differenzierungskapazität (60, 64). Die Ursache liegt in 
Serumkomponenten, die teilweise noch nicht identifiziert sind und die eine 
Differenzierung primärer humaner Präadipozyten in vitro irreversibel hemmt (150, 
167). Serumhaltige Medien fördern zwar die Proliferation der Präadipozyten bis circa 
10 Passagen, jedoch sind die Zellen dieser Generationen nicht mehr 
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differenzierungsfähig (13). Für diese irreversible Hemmung der in vitro 
Differenzierung wird das PDGF (platelet derived growth factor) verantwortlich 
gemacht (103). PDGF ist ein Polypeptid, welches während der Gerinnung freigesetzt 
wird und im Serum in hohen Konzentrationen enthalten ist (7, 43). Es ist der 
potenteste mitogene Bestandteil im Serum, hemmt jedoch die 
Differenzierungsinduktion (67). Zur Umgehung dieser Problematik, muss die 
Toxizitätsrate so gering wie möglich gehalten werden. Es sollten ideale Bedingungen 
für in vivo Analysen geschaffen werden. PKH-26 wäre, in Bezug auf Toxizität und 
Stabilität des Farbstoffes, besser geeignet als CFDA-SE und CM-DiI, jedoch stellt die 
histologische Auswertung ein komplexes Problem dar. CM-DiI ist vor allem für 
Experimente geeignet, die eine Kombination aus Membranfärbung und immun-
histochemischer bzw. elektronenmikroskopischer Analyse beinhaltet, da CM-DiI 
während des Fixierungs- und Paraffinprozesses in den Zellen aufbewahrt wird (6, 
19). PKH-26 gefärbte Zellen dagegen können nicht mit histologischen Standard-
methoden analysiert werden, obwohl der Farbstoff adäquat in die Zellmembran 
integriert wird. PKH-26 wurde sowohl für in vitro als auch für in vivo Versuche 
erfolgreich angewandt (81, 116, 149), die Evaluierung ist jedoch auf spezielle 
Techniken (z.B. Cryotechniken) beschränkt. Der Grund dafür liegt in der Extraktion 
des PKH Farbstoffes durch organische Lösungsmittel (DMSO, Azeton oder Ethanol).  
Alle drei Farbstoffe wurden in früheren Studien an verschiedenen Zelltypen getestet, 
Präadipozyten waren jedoch nicht darin enthalten. Fluoreszenzfärbung der Fett-
vorläuferzellen ist eine Herausforderung, da diese Zellen ihre komplette Zell-
morphologie während der adipogenen Konversion ändern. Auch wenn die 
histologische Analyse von PKH-26 gefärbten Zellen schwierig ist, so ist dieser Farb-
stoff der am besten geeignete Marker für in vivo Zellversuche, da es die geringste 
Toxizität und die höchste Stabilität zeigt. Dies bestätigen auch Versuche von Rieck et 
al. in Ratten Präadipozyten (143).  
Diese in vitro Ergebnisse erlauben nur bedingt Aussagen über in vivo Verhältnisse. 
Es bestehen jedoch weiterhin größere Probleme mit allen drei Farbstoffen, da die 
Toxizitätsraten überraschend hoch sind und die Stabilität der Farbstoffe auf einige 
Wochen limitiert ist. Für in vivo Versuche sind alle Marker nur bedingt 
gebrauchsfähig solange die Implantationsdauer maximal 4 Wochen beträgt. Bei 
längeren in vivo Studien und bei Versuchen, bei denen die Zellzahl begrenzt ist, 
müssen Alternativfarbstoffe wie zum Beispiel FISH (Fluoreszenz in situ 
 - 72 -  
Hybridisierung) verwendet werden. Hierbei werden y-Chromosom enthaltende Zellen 
gefärbt und in einen weiblichen Empfänger implantiert (94). Diese Färbung ist jedoch 
limitiert auf Tierversuche und wird keine Option sein für in vivo Versuche beim 
Menschen. 
Von den hier untersuchten Farbstoffen ist PKH-26 der hoffnungsvollste Marker zur 
Evaluierung der Gewebezüchtung mit Fettgewebe. Modifikationen der chemischen 
Struktur von PKH-26 könnten die Lösung für die Probleme bei der histologischen 
Aufarbeitung sein. Weitere in vivo Versuche werden zeigen, ob PKH-26 Marker für 
diese Analysen geeignet ist. 
 
Differenzierungsinduktion mit Stickstoffmonoxid 
Zur Optimierung der Differenzierung von Präadipozyten auf dreidimensionalen Vlies-
konstrukten, wurden Versuche mit Stickstoffmonoxid durchgeführt. Wie bereits dar-
gestellt, fördern serumhaltige Kulturmedien die Proliferationsaktivität, die 
Differenzierung wird jedoch durch in Thrombozyten enthaltenes PDGF gehemmt (67, 
147, 150). Andere Forschungsgruppen (60, 61, 65) haben gezeigt, dass serumfreies 
Medium mit bestimmten hormonellen Faktoren gemischt, zu einer Induktion der 
Differenzierung führt. Um diese Differenzierungskapazität zu erhöhen, wurden 
Versuche mit NO Zugabe durchgeführt. In der Literatur wird beschrieben, dass NO 
zu einer Inhibierung der Proliferation und zu einer erhöhten Expression der 
adipogenen Marker (z.B. PPAR-γ) führt (124). Dies lässt auf eine erhöhte 
Differenzierungsrate in vitro schließen. 
Die mikroskopische Analyse der mit NO behandelten Präadipozyten zeigt, dass die 
Differenzierungsrate bei NO Konzentrationen zwischen 50µM und 100µM deutlich 
erhöht ist. Stickstoffmonoxidkonzentrationen von 150µM zeigen im Vergleich zu 
100µM keine weitere Erhöhung der Differenzierungsrate. Darüber hinaus liegende 
Konzentrationen zeigen toxische Effekte auf die Präadipozyten. In der Literatur wird 
oft beschrieben, dass NO in hohen Dosen nicht nur toxisch, sondern auch 
kanzerogen wirkt (45). 
Um die Daten bezüglich der Differenzierungsinduktion weiter zu verdeutlichen, 
wurden GPDH Analysen von NO behandelten versus unbehandelten Präadipozyten 
erhoben. Die Ergebnisse zeigen, dass NO die Differenzierungsrate der 
Präadipozyten signifikant erhöht. Bei einer Konzentration von 70µM konnte die 
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Differenzierungsrate um 180% im Vergleich zur Kontrolle, die auf 100% gesetzt 
wurde, gesteigert werden. 
Die in vitro Ergebnisse verdeutlichen somit, dass Stickstoffmonoxid einen fördernden 
Einfluss auf die Differenzierungskapazität der Präadipozyten hat. Die Anwendung 
von NO in geeigneten Konzentrationen führt zu einer deutlichen Verbesserung des 
Tissue engineering mit Fettgewebe. Der Grund dieser Differenzierungsinduktion wird 
in einer weiteren Studie mit Hilfe von RNA extrahierten, mit NO behandelten 
Präadipozyten evaluiert. 
 
Zukunftsaspekte der Gewebszüchtung von Weichgewebe 
Diese Studie präsentiert ein optimiertes dreidimensionales Konstrukt für die 
Fettgewebszüchtung mit Präadipozyten, zeigt verschiedene 
Markierungsmöglichkeiten der Fettvorläuferzellen zur späteren Evaluierung  der in 
vivo Transplantate und eine Verbesserung des Differenzierungsprotokolls durch 
Anwendung von Stickstoffmonoxid.  
Eine zentrale Rolle im Tissue engineering spielen Trägermaterialien, die den Zellen 
außerhalb des Körpers eine gewebstypische Umgebung bieten und somit den 
Gewebsaufbau in vitro maßgeblich unterstützen. Diese Trägermaterialien weisen 
eine definierte Porosität auf, so dass die Zwischenräume der Matrizes den 
Antransport von Nährstoffen und gleichzeitig den Abtransport von Stoffwechsel-
endprodukten gewährleisten (140). Zur Besiedelung solcher Konstrukte für die Re-
konstruktion von Weichteilgewebsdefekten sind Präadipozyten aufgrund ihrer hohen 
Ischämietoleranz und ihrer hohen proliferativen Aktivität besonders gut geeignet 
(183). Die isolierten Spenderzellen werden in der Zellkultur vermehrt und nach einem 
entsprechenden Zeitraum, in der eine effektive Replikation oder Modifikation der 
Zellen stattgefunden hat, auf biodegradable Träger aufgebracht und später in den 
Organismus implantiert. Ein solches Gewebesubstitut ist nicht mit Blutgefäßen 
versorgt. In der Zellkultur ist das Transplantat von allen Seiten mit Medium umgeben, 
so dass die Versorgung mit Nährstoffen, Mineralstoffen, Hormonen, Vitaminen und 
Wachstumsfaktoren dadurch gewährleistet ist. Bei Implantation der Konstrukte in den 
menschlichen Körper ist das Transplantat ausschließlich auf die Diffusion dieser 
Stoffe aus der umgebenden Gewebsflüssigkeit angewiesen. Größere Transplantate 
können jedoch auf diese Weise nicht versorgt werden, da die Diffusionsstrecke nicht 
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ausreicht. Ein möglicher Ansatz ist das „Genetic engineering“ durch welches eine 
Induktion einer entsprechenden Gefäßversorgung im neu geformten Gewebe erreicht 
werden soll. So können z.B. bestimmte DNA Sequenzen, die angiogene Faktoren 
kodieren, durch spezielle Methoden des Gentransfers (z.B. Transfektion, Lipofektion) 
in die Zellen eingebracht werden. Angiogene Faktoren, die hierfür interessant sein 
könnten, sind: VEGF, bFGF, PDGF und TGF-beta. 
Eine weitere Methode ist die Vaskularisierung des Transplantates in vitro. Hierzu 
werden autologe Endothelzellen in einer Co-Kultur in die Matrix eingeschlossen. 
Diese sollen in der Kulturschale Kapillaren und folglich ein Blutgefäßnetzwerk 
entwickeln. Dieses in vitro hergestellte Netzwerk kann dann relativ rasch nach Im-
plantation zu bereits bestehenden Gefäßen Anschluss finden. Dieser Prozess wird 
als Inokulation bezeichnet und soll eine schnelle Perfusion der neuen Gefäß-
strukturen und somit eine möglichst frühe Versorgung des transplantierten Gewebes 
bewirken (140).  
Eine neuere Studie (197) stellt die Transdifferenzierung von Präadipozyten zu 
Endothelzellen dar. Hierbei konnte gezeigt werden, dass einige Zellen der stromalen 
vaskulären Fraktion, zu denen auch die Präadipozyten gehören, sich sowohl zu Fett- 
als auch zu Endothelzellen differenzieren lassen. Des Weiteren konnten reife 
Endothelzellen von Endothel zu Fettzelle konvertiert werden und umgekehrt. Dies ist 
ein neuer, interessanter Ansatz für die Optimierung des Tissue engineerings von 
Fettgewebe. 
Die gewebetechnologische Herstellung von Weichgewebe ist ein viel versprechender 
Weg in vielen Bereichen der modernen Medizin. Vor allem in der Plastischen und 
Rekonstruktiven Chirurgie ist dieses Verfahren von großem Interesse, da auf diese 
Weise Weichteilgewebsdefekte mit autologem Material rekonstruiert werden können. 
Bis zum Erreichen dieses Zieles ist es jedoch noch ein weiter Weg. 
 
Fünf - Jahresansatz - Ausblick 
Es sind bis dato einige viel versprechende Biomaterialien untersucht worden, einige 
davon zeigten gute Ergebnisse im Hinblick auf mechanische Stabilität, Gewebe-
verträglichkeit und Fettgewebsdifferenzierung (68). Innovative Ansätze wie 
Oberflächenbeschichtung mit Nanostrukturen, die Wachstumsfaktoren oder Faktoren 
der Extrazellulärmatrix enthalten, führen sicherlich zu einer wesentlichen 
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Verbesserung des Tissue engineering von Fettgewebe, da die Zellquantität, die 
durch die Verwendung von Wachstumsfaktoren gesteigert wird,  eine entscheidende 
Rolle bei der Differenzierungsinduktion der Präadipozyten spielt. Eine 
Oberflächenbeschichtung mit Faktoren der Extrazellulärmatrix (z.B. Fibronektin) hat 
in mehreren Studien (68, 70, 72, 73, 101, 126) zu einer verbesserten Anhaftung der 
Zellen und somit zu einer optimierten Differenzierung der Fettvorläuferzellen geführt. 
Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von Fibronektin als Oberflächenmolekül liegt 
darin, dass dieses Protein die Endothelzellmigration in das Konstrukt fördert (101). 
Dies könnte einen interessanten Ansatz für die Lösung des 
Vaskularisationsproblems im Rahmen des Tissue engineerings darstellen.  Es ist 
jedoch sinnvoller, sich zunächst auf die Materialien zu konzentrieren, die bereits 
analysiert wurden und gute Ergebnisse in der in vivo Fettgewebszüchtung 
demonstriert haben, als weiterhin neue innovative Ansätze zu suchen.  
Die Evaluierung von autologen in vivo Modellen ist im Hinblick auf eine optimale Re-
konstruktion von Weichgewebsdefekten sehr Erfolg versprechend. Es bleibt jedoch, 
besonders in autologen Modellen, ein methodologisches Problem bei der 
Implantation zellbesiedelter Konstrukte bestehen: die Differenzierung zwischen einer 
de novo Bildung von Zellen und einem kompensatorischen Wachstum der 
überlebenden Zellen des Transplantates. Weiterhin ist es bisher noch nicht 
gelungen, eine adäquate Masse an Gewebe herzustellen, um große, relevante 
Weichgewebsdefekte rekonstuieren zu können. Es können allenfalls kleine 
Oberflächendivergenzen durch freie Fettgewebstranplantation korrigiert werden. 
Diese Methode ist nur begrenzt anwendbar, da Resorption und Bildung von Ölzysten 
limitierende Faktoren sind. Zur Rekonstruktion von größeren Weichgewebsdefekten 
wäre eine Kombination aus Tissue engineering von Fettgewebe und 
Fettgewebstransplantation ein hoffnungsvoller Ansatz. Diese Belange müssen in den 
nächsten Jahren berücksichtigt und in experimentellen Studien evaluiert werden, 
idealerweise zunächst in Tiermodellen, um Biomaterialien zu finden, die eine 
suffiziente  Rekonstruktion von Weichgewebsdefekten beim Menschen erlauben. 
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ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Die Rekonstruktion von Weichteilgewebedefekten nach thermischen Unfällen oder 
tumorchirurgischen Eingriffen stellt weiterhin ein ungelöstes Problem in der 
Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie dar.  Bei begrenzten chirurgischen 
Möglichkeiten eröffnet das Tissue engineering von Fettgewebe neue Perspektiven. 
Notwendige Voraussetzungen für eine erfolgreiche Rekonstruktion sind: ein ideales 
dreidimensionales Konstrukt, autologe Zellen, optimale Kultivierungsbedingungen 
und eine ausreichende Vaskularisation für spätere in vivo Anwendung. 
In dieser Studie wird ein Konstrukt aus einem neuen Material (Polyesteramid Typ C) 
vorgestellt, das mit Fettgewebsvorläuferzellen, so genannten Präadipozyten, 
besiedelt wurde. Vor Besiedelung der Konstrukte wurden die der Oberfläche 
anhaftenden Verunreinigungen mit Hilfe eines speziellen Extraktionsverfahrens 
entfernt und die Vliese nachfolgend gammasterilisiert. Die Präadipozyten wurden aus 
frisch exzidiertem Gewebe von gesunden Patienten entnommen, die sich  elektiven 
Eingriffen (Abdominoplastiken oder Liposuktionen) unterzogen hatten. Einige Vliese 
wurden mit Fibronektin beschichtet, um eine bessere Oberflächenstruktur zu 
schaffen und somit eine Anhaftung der Präadipozyten an die Fasern des Konstruktes 
zu erleichtern. Nach Besiedelung wurden die Zellen auf den Konstrukten kultiviert 
und anschließend histologisch zur mikroskopischen und laborchemischen Analyse  
aufgearbeitet. 
Um das Verhalten der Präadipozyten sowohl in vitro als auch später in vivo 
analysieren zu können, wurden Versuche mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen 
durchgeführt. Dazu wurden die Fettgewebsvorläuferzellen sofort nach Präparation 
aus frisch exzidiertem Fettgewebe mit den Markern PKH-26, CM-DiI und CFDA-SE 
gefärbt und über 30 Tage kultiviert. Das Fluoreszenz-Färbungsmuster wurde 
mikroskopisch beobachtet und mittels FACS quantifiziert.  
Die Fettzellreifung ist ein komplexer Prozess, der aus mehreren Entwicklungsstufen 
besteht und sich somit als langwierig darstellt. Die adipogene Konversion ist durch 
komplexe Kulturbedingungen optimierbar. In der Literatur wird eine adipogene 
Wirkung von Stickstoffmonoxid beschrieben, die jedoch eine inadäquate 
Ausdifferenzierung der Zellen zeigt. Um dies zu evaluieren und das 
Differenzierungskonzept zu optimieren, wurden unterschiedliche Konzentrationen 
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des NO-Donors DETA/NO im Vergleich zum Trägermolekül DETA verwendet und der 
Effekt auf die Präadipozyten analysiert. 
Nach Optimierung der Vliesreinigung ließ sich ein Konstrukt herstellen, welches 
Präadipozytenanhaftung, Proliferation und Differenzierung ermöglichte. Es zeigten 
sich vitale Zellen mit guter Anhaftung an die einzelnen Fasern und guter Verteilung 
innerhalb des gesamten Konstruktes. Die Beschichtung mit Fibronektin, einem 
Glykoprotein in der Extrazellularmatrix, erlaubte den Fettgewebsvorläuferzellen eine 
Verbesserung der Zellanhaftung an die einzelnen Fasern des biodegradierbaren 
Konstruktes, die Proliferationsrate in den Fibronektin-beschichteten Konstrukten war 
jedoch schwächer als in unbeschichteten Konstrukten. 
Die Analyse der Fluoreszenzfarbstoffe zeigte relativ hohe Toxizitätsraten für CM-DiI 
und CFDA-SE. PKH-26 wies eine deutlich niedrigere Toxizitätsrate und die beste 
Stabilität in den Zellen auf. Alle drei Farbstoffe hatten keinen Einfluss auf das 
Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Zellen. 
Die Versuche mit dem NO - Donor DETA/NO bestätigten eine adipogene Wirkung 
von Stickstoffmonoxid auf die Präadipozyten, jedoch mit einer geringen 
therapeutischen Breite.  
Die Studie zeigt, dass es sich bei Polyesteramid Typ C um ein viel versprechendes 
neues Material handelt. Die Vorteile bestehen in einer pH-Stabilität während der 
Degradation und in einer flexiblen dreidimensionalen Struktur, die sich der Form der 
Zellen anpassen kann und somit zu einer weitgehend ungehinderten Zellreifung 
beiträgt. Die zur Optimierung der in vivo Analytik verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe 
sind für lange Versuchverläufe nicht anwendbar, da die Intensität der Markierung 
infolge der hohen Proliferationskapazität der Präadipozyten drastisch abnimmt und 
die gefärbten Zellen somit nach geringer Zeit nicht mehr nachweisbar sind.  
Letztendlich bleibt die Problematik bei der Fettgewebszüchtung bestehen: die 
insuffiziente Vaskularisierung. Es gibt viele gute Ansätze zur Behebung dieser 
Problematik, jedoch sind weiterführende Studien zur Erforschung dieser Thematik 
notwendig.
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Polyesteramide-derived nonwovens as innovative degradable matrices for soft 
tissue engineering purposes 
 
Meersch M., Hemmrich K., Pallua N., Department of Plastic Surgery and Hand Surgery – Burn 
Center, University Hospital of the Aachen University of Technology, Germany 
 
Adequate reconstruction of extended soft tissue defects, like burn injuries or tumour resections, is 
still an unresolved problem in plastic and reconstructive surgery. Preadipocytes, immature stem-
cell like precursor cells from adipose tissue, present a powerful tool for soft tissue engineering. 
Since these cells are able to proliferate and differentiate into mature fat tissue after implantation, 
they represent a potential solution for the reconstruction of soft tissue defects as found after 
tumour resections or burns. In this study we evaluated a new material consisting of 
polyesteramides in a 3D nonwoven. Preadipocytes were seeded on the scaffolds after purification 
and sterilization of the matrices. The carriers were analysed for preadipocyte proliferation and 
differentiation.  
For seeding of nonwovens, preadipocytes were isolated out of human subcutaneous adipose 
tissue of healthy patients who had undergone elective surgery. After the isolation procedure, cells 
were cultivated on culture dishes, trypsinised and seeded on the scaffolds. Nonwoven carriers 
were either precoated with fibronectin or directly used for seeding. 16 x 106 preadipocytes were 
applied in 300 µl medium per scaffold. After 8 hours of incubation on carriers, 2 ml proliferation 
medium were added. Scaffolds were then examined for preadipocyte proliferation and 
differentiation. 
 The analyses demonstrate that preadipocytes show good adherence and spreading on 
polyesteramide derived nonwovens. Cells are adequately distributed and most cells are attached 
to fibers. Precoating of nonwovens with fibronectin displays a significantly higher cell number of 50 
%. After one week of proliferation there is still a significant difference in cell number between 
coated and uncoated scaffolds, but not as strong as on day 1.  Fibronectin coated nonwovens also 
allow good differentiation, especially in areas where cells appear in clusters. 
Our results show that polyesteramides are promising materials with high potential for clinical 
application, especially due to their pH-stability during degradation. This prevents the formation of 
acid degradation products which are often responsible for inflammatory reactions after scaffold 
implantations. Furthermore, fibronectin has demonstrated a beneficial effect on preadipocyte 
adherence to scaffolds elevating the amount of attached cells and also enhancing differentiation of 
precursor cells to mature adipocytes. These findings are encouraging for in vivo investigations and 
have high potential for clinical purposes. 
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Adipose tissue engineering with preadipocyte loaded scaffolds presents a powerful solution for the 
reconstruction of extended soft tissue defects as preadipocytes are immature adipogenic precursor 
cells which are able to differentiate to mature adipose tissue. To differentiate between graft and 
host cells, labeling of preadipocytes before implantation and tracking of these cells until harvest 
would be useful. The present study displays an innovative biodegradable material consisting of 
Polyesteramide in a 3D nonwoven seeded with preadipocytes and analysed for preadipocytes 
proliferation and differentiation. Furthermore the cell dyes CFDA-SE, CM-DiI and PKH-26 were 
tested for their applicability for labeling human preadipocytes. 
Preadipocytes were isolated out of human subcutaneous adipose tissue of healthy patients who 
had undergone elective operations. After the isolation procedure, preadipocytes were cultivated in 
culture dishes and stained with three different cell tracker (CFDA-SE, CM-DiI and PKH-26) 
according to the recommendation of the manufacturer. Scaffolds were prepared for in vitro analysis 
by removing surface contaminations with a cleaning procedure and gamma sterilisation. 
Nonwovens were either precoated with fibronectin or directly used for seeding. Scaffolds were then 
examined for preadipocytes proliferation and differentiation. 
Comparing the three tracking dyes, PKH-26 seems to be the most promising reagent considering 
toxicity and long-lasting of the labeling. The analyses of the nonwovens demonstrate good 
adherence and spreading of preadipocytes on polyesteramide derived nonwovens. Cells are 
adequately distributed and most cells are attached to fibers.  Precoating with fibronectin displays a 
significantly higher cell number after seeding. 
The results of this study display that Polyesteramides are promising materials with high potential 
for clinical application especially due their pH stability during degradation what leads to less 
formation of acid degradation products which are often responsible for inflammatory reactions after 
scaffold implantation. The use of the fluorescent dye PKH-26 appears to be the most promising 
reagent for further in vivo experiments. 
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In plastic and reconstructive surgery the reconstruction of soft tissue defects remains still a 
problem. Since there are limited surgical possibilities, adipose tissue engineering with 
preadipocytes, immature adipogenic precursor cells, offers new perspectives as preadipocytes are 
able to proliferate and differentiate to mature adipose tissue. The present study presents an 
innovative material consisting of polyesteramide in a 3D nonwoven.  
Surface contaminations were removed by a surface cleaning procedure followed by vacuum drying 
and gamma sterilisation. Preadipocytes were isolated out of human subcutaneous adipose tissue 
of healthy patients who had undergone elective operations. After the isolation procedure, 
preadipocytes were cultivated in culture dishes and then seeded on the scaffolds. Nonwovens 
were either precoated with fibronectin or directly used for seeding. Scaffolds were then examined 
for preadipocytes proliferation and differentiation. 
The analyses demonstrate good adherence and spreading of preadipocytes on polyesteramide 
derived nonwovens. Cells are adequately distributed and most cells are attached to fibers.  
Precoating with fibronectin displays a significantly higher cell number. After 9 days of cultivation 
there is still a significant difference but not as strong as on day 1. Fibronectin coating of the 
nonwovens also allows good differentiation, especially in areas where cells appear in clusters. 
The results of this study display that Polyesteramides are promising materials with high potential 
for clinical application especially due their pH stability during degradation what leads to less 
formation of acid degradation products which are often responsible for inflammatory reactions after 
scaffold implantation. Our findings are encouraging for further in vivo experiments. 
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The reconstruction of soft tissue defects remains still a problem in plastic and reconstructive 
surgery. Adipose tissue engineering offers new perspectives since there are limited surgical 
possibilities. Preadipocytes, adipogenic precursor cells, which are located between mature 
adipocytes in adipose tissue, represent a powerful tool for soft tissue engineering due to their 
ability to proliferate and differentiate to mature adipose tissue (185). This study presents a novel 
material made of a bioabsorbable co-polyesteramide. Polymers are established biomaterials due to 
their chemical characteristics and their flexibility for material processing and modifications (31). An 
appropriate structure of the scaffold surface is required not to inhibit the growth or differentiation 
since maturation leads to augmentation of the cells by storing lipid vacuoles. In this study, 
nonwoven structures were generated by textile manufacturing using an aerodynamic web 
formation process and a needle felting technique. Scaffolds were then seeded with preadipocytes 
and evaluated for allowing preadipocyte proliferation and differentiation. Our findings demonstrate 
the applicability of polyesteramides for tissue engineering and are a positive guidance towards an 
optimally prepared scaffold for in vivo use. 
For seeding of nonwovens, surface contaminations were removed by a surface cleaning procedure 
followed by vacuum drying and gamma-sterilisation. Preadipocytes were isolated out of human 
subcutaneous adipose tissue of healthy patients who had undergone elective operations. After the 
isolation procedure, preadipocytes were cultivated in culture dishes until confluency, then 
trypsinised and seeded on the scaffolds. Nonwoven carriers were either precoated with fibronectin 
or directly used for seeding. Scaffolds were seeded and then examined for allowing proliferation 
and differentiation.The analyses show good adherence and spreading of preadipocytes on 
polyesteramide derived nonwovens. Cells are adequately distributed and most cells are attached 
to fibers. To determine preadipocyte viability on scaffolds, formazan formation was analysed 6h 
and 9d after seeding preadipocytes on fibronectin-coated versus uncoated nonwovens (see 
Precoating with fibronectin displays a significantly higher cell number. After 9 days there was still a 
significant difference but not as strong as on day 1. Fibronectin coated nonwovens also allow good  
 
differentiation, especially in areas where cells appear in clusters.The results of this study show that 
polyesteramides are promising materials for tissue engineering, especially due to the pH-stability 
during degradation. This prevents the formation of acid degradation products which are often 
responsible for inflammatory reactions after scaffold implantations. Furthermore, fibronectin 
precoating shows beneficial effects on cell adherence to nonwovens since it elevates the amount 
of attached cells and enhances conversion to mature fat cells. These findings have high potential 
for clinical purposes and are encouraging for further in vivo experiments. 
 - 97 -  
Applicability of fluorescent dyes for tracking of preadipocytes to evaluate 
adipose tissue engineering 
 
Meersch M., Hemmrich K., Pallua N., Department of Plastic Surgery and Hand Surgery – 
Burn Center, University Hospital of the Aachen University of Technology, Germany 
 
Adipose tissue engineering with preadipocytes, adipogenic precursor cells, embedded in 
biomaterial carriers receives increasing attention and interest. However, the in vivo 
evaluation of preadipocyte-loaded scaffolds requires an adequate tracking of adipogenic 
precursors to be able to analyze and quantify cell proliferation, expansion and adipogenic 
conversion into mature fat tissue in three-dimensional systems. In order to differentiate 
between graft- and host cells, labeling of preadipocytes before implantation and tracking of 
these cells until they are explanted again for analysis would be very useful. There is no 
published method so far to track human preadipocytes in adipose tissue engineering. 
We here tested the lipophilic dye PKH26 RED fluorescent marker, the cell tracker CM-DiI, 
and the tracer Vybrant CFDA-SE in order to establish an easier, faster and non-toxic method 
for preadipocyte tracking for further in vivo experiments. The analysis of the tracking dyes 
were made by cell counting of proliferating and differentiating cells under a fluorescent 
microscope.  We evaluated which dye tracked the cells most satisfyingly, guaranteed 
staining for a long peirod, and showed lowest toxicity.  
 CM-DiI showed toxicity levels of 45-70%. Proliferating cells were trackable up to 37+ 3 days. 
Vybrant CFDA-SE revealed clear cytoplasmatic staining in proliferating cells for 16 to 32 
days depending on the concentration used. Toxicity ranged from 55-90% dead cells. PKH26 
bound irreversibly to cell membranes and labeled cells were detectable for more than 12 
weeks in monolayer and for at least 8 weeks on hyaluronic acid scaffolds with very low 
toxicity. All three dyes revealed long lasting labeling of differentiating cells although not all 
cells were labeled. The results are encouraging to use PKH26 for further in vivo experiments 
tracking implanted human preadipocytes in animals. 
Our results demonstrate that the application of PKH26 as cell tracking method is useful for 
the in vivo analysis of adipogenesis from adipogenic precursor cells. An optimized use of 
preadipocytes that differentiate into adipose tissue after transplantation would be helpful for 
the treatment of soft tissue defects like deep wounds, burns or defects after tumor 
resections. The labeling procedure with PKH26 as presented here is an important step 
towards adequate in vivo evaluation of adipose tissue engineering with preadipocytes. 
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